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Einleitung
1.  Stoffwechselphysiologie acetogener Bakterien: der Wood-Ljungdahl-Weg
In der Gruppe der acetogenen Bakterien werden anaerobe Prokaryonten zusammengefasst,
die  CO2  als  terminalen  Elektronenakzeptor  nutzen  können  und  dabei  Acetat  als
Stoffwechselendprodukt  bilden.  Der  reduktive  Stoffwechselweg,  der  diese  Form  der
Acetogenese ermöglicht, wird als Acetyl-CoA- oder Wood-Ljungdahl-Weg bezeichnet und
grenzt diese Bakterien von Organismen ab, die Acetat nicht durch die Reduktion von CO2
bilden.
Die Acetatbildung durch CO2-Reduktion fand erstmals 1932 in der Literatur Erwähnung.
FISCHER et. al. (1932) beschrieben dabei die H2-abhängige Reduktion von CO2 zu Acetat
durch  Mikroorganismen  in  Abwässern.  Mit  Clostridium  aceticum und Clostridium
thermoaceticum  wurden  nachfolgend  erstmalig  acetogene  Bakterien  isoliert  und
charakterisiert (Wieringa, 1939-1940; Fontaine  et  al.,  1942).  Gegenwärtig  werden  21
Gattungen zu den Acetogenen gerechnet (Drake et al., 2004),  darunter Moorella (mit
Vertretern wie Moorella thermoacetica [früher: Clostridium thermoaceticum; Fontaine et al.,
1942], Moorella thermoautotrophicum [früher: Clostridium thermoautotrophicum; Wiegel et
al., 1981]), Ruminococcus (z. B. Ruminococcus  productus [früher: Peptostreptococcus
productus; Lorowitz und Bryant, 1984]), Sporomusa (z. B. Sporomusa ovata; Möller et al.,
1984) und Acetobacterium (z. B. Acetobacterium woodii; Balch et al., 1977).
Die ersten isolierten acetogenen Bakterien wurden noch ausschliesslich als autotroph-
wachsende bzw. Hexose-verwertende Bakterien charakterisiert. In den letzten Jahren zeigte
sich aber, dass diese Gruppe von Organismen stoffwechselphysiologisch äusserst vielseitig
ist. Neben Einkohlenstoffverbindungen wie Formiat oder CO können acteogene Bakterien auf
Alkohlen (z. B. Methanol, Ethanol, Glyzerin), Aldehyden (z.B. Glyoxylat, Benzaldehyd),
Carbonsäuren  (z.  B.  Pyruvat,  Laktat),  Methylgruppen  methoxylierter,  aromatischer
Verbindungen (z. B. 3,4,5-Trimethoxycinnamat, Sinapat, Ferulat) und zahlreichen Hexosen
als  Kohlenstoff-Quelle  wachsen  (Drake  et  al.,  2004).  Im  Folgenden  soll  die
chemoorganotrophe Lebensweise am Beispiel der Hexosen erläutert werden.
Acetogene Bakterien verstoffwechseln Hexosen über den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg
(Abb. 1). Das entstehende Pyruvat wird im weiteren Verlauf durch die Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA und CO2 oxidiert, wobei reduziertes Ferredoxin entsteht.                                                                                                                                                                             Einleitung
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Acetyl-CoA wird anschliessend über Acetyl-Phosphat zu Acetat umgewandelt, wobei im
Zuge der Acetatkinase-Reaktion ein Mol ATP entsteht (Schaupp und Ljungdahl, 1974; Drake
et  al.,  1981).  Pro  Mol  Hexose  werden  also  zwei  Mol  Acetat,  2  Mol  CO2  und  vier
Reduktionsäquivalente sowie durch Substratkettenphosphorylierung vier Mol ATP gebildet:
C6H12O6 + 2 H2O + 4 ADP + 4 Pi  →  2 CH3COOH + 2 CO2 + 8 [H] + 4 ATP
Das freigesetzte CO2 ist kein Endprodukt des acetogenen Stoffwechsels, sondern fungiert als
terminaler Elektronenakzeptor und wird mittels der im Embden-Meyerhof-Parnas-Weg und
bei der Spaltung des Pyruvats zu Acetyl-CoA und CO2 entstehenden Reduktionsäquivalente
im „Wood-Ljungdahl“-Weg zu einem weiteren Mol Acetat reduziert.
Abb. 1.  Schema der Verwertung von Hexosen durch acetogene Bakterien. [H] entspricht 1 e
-.
Die Reaktionsschritte des Wood-Ljungdahl-Weges und die daran beteiligten Enzyme
wurden im Wesentlichen in dem Modellorganismus Moorella thermoacetica untersucht und
charakterisiert (Abb. 2). Im ersten Schritt des Weges wird CO2 durch eine NADP
+-abhängige                                                                                                                                                                             Einleitung
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Formiatdehydrogenase zu Formiat reduziert. Das Enzym, das diese reversible Reaktion
katalysiert, ist in M. thermoacetica ein α2β2-Tetramer, das neben Eisen-Schwefel-Zentren
Wolfram und Selen enthält (Yamamoto et al., 1983). Im Folgenden wird das freie Intermediat
Formiat durch die Formyl-Tetrahydrofolat-Synthetase auf den C1-Überträger Tetrahydrofolat
übertragen (Lovell et al., 1988, 1990). Die Bildung von Formyl-Tetrahydrofolat ist endergon
und wird durch die Hydrolyse von ATP getrieben. An Tetrahydrofolat gebunden wird die
Formyl-Gruppe sukzessive zu einer Methyl-Gruppe reduziert, welche die Vorstufe der
Methyl-Gruppe des Acetats darstellt. Im Folgenden überträgt eine Methyltransferase den
Methyl-Rest auf ein Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein (Drake et al., 1981; Ragsdale et al.,
1987; Roberts et al., 1989; Wirt et al., 1995; Seravalli et al., 1999a, 1999b; Banerjee und
Ragsdale,  2003).  Dieses  methyliert  die  CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase
(CODH/ACS), das Schlüsselenzym des Wood-Ljungdahl-Weges (Diekert und Thauer, 1978;
Hu et al., 1984). Das bifunktionale Enzym ist ein α2β2-Tetramer (Ragsdale et al., 1983;
Doukov et al., 2002; Darnault et al., 2003; Grahame, 2003). Die Synthese von Acetyl-CoA
aus CoA, der gebundenen Methyl-Gruppe und CO wird durch die α-Untereinheit katalysiert.
Die Reduktion von CO2 an der β-Untereinheit liefert das dafür benötigte CO, welches die
Vorstufe der Carbonyl-Gruppe des Acetyl-CoA darstellt (Pezacka und Wood, 1984a, b;
Raybuck et al., 1988; Ragsdale und Kumar, 1996; Barondeau und Lindahl, 1997; Seravalli et
al., 1997). Acetyl-CoA dient entweder als Kohlenstoffquelle für anabole Prozesse oder wird
über Acetyl-Phosphat zu Acetat umgesetzt (Eden und Fuchs, 1982).                                                                                                                                                                             Einleitung
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Abb. 2.   Der Wood-Ljungdahl-Weg. THF, Tetrahydrofolat; CoFeS-P, Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein; [H]
entspricht 1 e
-; (nach Müller et al., 2004).                                                                                                                                                                             Einleitung
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2.  Die Bioenergetik des Wood-Ljungdahl-Weges
Bei chemolithoautotrophem Wachstum nach der Umsatzgleichung 4 H2 + 2 CO2 → Acetat
(ΔG
0´= - 95 kJ/mol) nutzen acetogene Bakterien ausschließlich den Wood-Ljungdahl-Weg.
Wie aus Abb. 2 ersichtlich, erfolgt im Zuge dieses Stoffwechselweges allerdings keine Netto-
ATP-Synthese durch Substratkettenphosphorylierung. Das durch die Acetatkinase-Reaktion
gewonnene ATP wird bei der Aktivierung des Formiats wieder verbraucht. ATP-Synthese
kann daher bei Wachstum mit H2 + CO2 nur durch chemiosmotische Prozesse erfolgen.
Hinsichtlich der Mechanismen der Energiekonservierung durch chemiosmotische Prozesse
können  bei  acetogenen  Bakterien  „H
+-abhängige“  und  „Na
+-abhängige“ Organsimen
unterschieden werden.
2.1 Energiekonservierung in „H
+-abhängigen“ acetogenen Bakterien
Stellvertretend  für  die  Gruppe  der  „H
+-abhängigen“  acetogenen  Bakterien  steht
M. thermoacetica. BARONOFSKY et al. (1984) konnten bei diesem Acetogenen ein auf
Protonen basierendes elektrochemisches Membranpotential nachweisen. Ferner konnte eine
H
+-abhängige F1FO-ATPase isoliert werden (Ivey und Ljungdahl, 1986). In Membranen von
M. thermoacetica und dem nahe verwandten Bakterium M.  thermoautotrophica wurden
Menachinon MK-7, b-Typ-Cytochrome, Ferredoxin und Rubredoxin identifiziert, die als
Elektronenüberträger  im  Zuge  der  Energiekonservierung  durch  H
+-abhängige,
chemiosmotische Prozesse fungieren könnten (Gottwald et al., 1975; Yang et al., 1980; Das
et al., 1989; Das und Ljungdahl, 2003). Welche Komponenten als Elektronendonatoren oder
terminale Akzeptoren an einer energiekonservierenden Elektronentransportkette beteiligt sind,
ist gegenwärtig allerdings unbekannt. Alle Enzyme des Wood-Ljungdahl-Weges sind bei
einem Zellaufschluß mittels einer „French Press“ in der löslichen, cytoplasmatischen Fraktion
zu  finden.  Membrangebundene  Enzyme  werden  bei  dieser  Aufschluß-Methode
möglicherweise von der Membran abgeschert. Durch Anwendung alternativer Zellaufschluss-
Verfahren wurde gezeigt, dass einige dieser Enzyme zumindest lose mit der Membran
assoziert sind. An Membranvesikeln wurde Hydrogenase-, NADH-Dehydrogenase, CO-
Dehydrogenase- und Methylen-THF-Reduktase-Aktivität nachgewiesen (Hugenholtz et al.,
1987; Hugenholtz und Ljungdahl, 1989). Ferner wurde gezeigt, dass die Oxidation von CO an                                                                                                                                                                             Einleitung
6
Membranen  mit  der  Generierung  eines  transmembranen  H
+-Gradienten  einhergeht
(Hugenholtz und Ljungdahl, 1990). Die beteiligten Komponenten und Mechanismen sind
bisher allerdings unbekannt.
THAUER et al. (1977) schlugen vor, dass die Methylen-THF-Reduktase möglicherweise den
terminalen Akzeptor einer Elektronentransportkette darstellt, die mit der Generierung eines
transmembranen H
+-Gradienten einhergeht. Als Elektronen-Donatoren könnten dabei H2, CO
oder NADH  fungieren, die durch membranständige Enzyme oxidiert werden (Abb. 3 A).
Abb. 3.   Hypothetisches Schema der Energiekonservierung durch chemiosmotische Mechanismen in A.
H
+-abhängigen und B. Na
+-abhängigen acetogenen Bakterien. Für Erläuterungen siehe 2.1 und 2.2. (nach
Müller et al., 2004)                                                                                                                                                                             Einleitung
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2.2 Energiekonservierung in „Na
+-abhängigen“ acetogenen Bakterien
Die CO2-Reduktion in acetogenen Bakterien und methanogenen Archaeen zeichnet sich
biochemisch betrachtet durch zahlreiche Ähnlichkeiten aus. Methanogene nutzen für die
Reduktion  von  CO2  zu  CH4  eine  Variante  des  Wood-Ljungdahl-Weges.  Diese
Reaktionssequenz ist strikt Na
+  abhängig  (Perski et al.,  1981;  1982)  und  das  für  die
Methanogenese  essentielle,  membranständige  Enzym
Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym  M-Methyltransferase  nutzt  die  im  Zuge  des
Methylgruppen-Transfers von Methyltetrahydromethanopterin auf Coenzym M freiwerdende
Energie für die Translokation von Na
+ über die cytoplasmatische Membran (Müller et al.,
1988; 1993; Lienard et al., 1996; Gottschalk und Thauer, 2001).
In Analogie dazu konnte für die acetogenen Bakterien A. woodii  (Heise et al., 1989),
Thermoanaerobacter kivui (früher: Acetogenium  kivui;  Yang  und  Drake,  1990)  und
R. productus (Geerligs et al., 1989) eine strikte Na
+-Abhängigkeit der Acetogenese und des
autotrophen Wachtums gezeigt werden. Bei A. woodii erfolgt im Zuge des Wood-Ljungdahl-
Weges  die  Generierung  eines  primären  transmembranen  Na
+-Potentials  über  der
Cytoplasmamembran  (Heise et al., 1989). Versuche mit Suspensionen ruhender Zellen
zeigten, dass die Reaktionssequenz
Methylen-THF + 2 [H]  →  Methyl-THF (I)
Methyl-THF + CoFeS-P  →  THF + Methyl-CoFeS-P (II)
Methyl-CoFeS-P + CODH/ACS  → CoFeS-P  + Methyl-CODH/ACS (III)
einhergeht mit der Translokation von Na
+-Ionen. Thermodynamische Erwägungen sowie die
cytoplasmatische Lokalisation der Methylen-THF-Reduktase, die Reaktion I katalysiert,
lassen eine Beteiligung des Enzyms an der Generierung des transmembranen Na
+-Potentials
als unwahrscheinlich erscheinen (Wohlfarth und Diekert, 1991; Heise et al., 1992). Der
nachfolgende Methyl-Gruppentransfer (Reaktion II und III), der durch eine oder zwei
Methyltransferasen katalysiert wird, wurde in „Na
+-abhängigen“ acetogenen Bakterien bisher
nicht detaliert untersucht. Bei „H
+-abhängigen“ Acetogenen handelt es sich dabei um lösliche
Enzyme (Ragsdale, 1991).  In  „Na
+-abhängigen“ acetogenen Bakterien könnte sich die
Situation allerdings anders darstellen. Die Entdeckung membrangebundener Corrinoide
(Dangel et al.,  1987)  sowie  die  zahlreichen  Analogien  der  CO2-Reduktionswege in
Acetogenen und Methanogenen führte zu der Hypothese, dass der Methylgruppentransfer von                                                                                                                                                                             Einleitung
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Methyl-THF auf die CODH/ACS mit der Translokation von Na
+ einhergeht (Müller und
Gottschalk,  1994).  Die  membranständige  Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym  M-
Methyltransferase  methanogener  Archäen  weist  als  Kofaktor  ein  Corrionoid  auf,  das
essentiell  für  den  Methylgruppentransfer  ist.  In  Analogie  dazu  könnte  das
membrangebundene Corrinoid „Na
+-abhängiger“ acetogener Bakterien der Kofaktor einer
Na
+-translozierenden Methyltransferase sein (Abb. 3B). Experimentelle Befunde liegen dazu
allerdings noch nicht vor.
Zusammenfassend muß festgehalten werden, dass gegenwärtig die genauen Mechanismen
der Energiekonservierung im Zuge des Wood-Ljungdahl-Weges weder für „H
+-abhängige“
noch „Na
+-abhängige“ acetogene Bakterien bekannt sind. Zur Klärung dieser Fragestellung
könnte  ein  Vergleich  mit  analogen  Systemen  hilfreich  sein.  Hierfür  bietet  sich  die
Betrachtung der Nutzung alternativer Elektronenakzeptoren an.
3. Nutzung  alternativer  Elektronenakzeptoren  und  daran  gekoppelte
Mechanismen der Energiekonservierung
Wie oben geschildert, fungiert CO2 bei acetogenen Bakterien während des heterotrophen
Wachstums  als  terminaler  Elektronenakzeptor.  Die  „Entsorgung“  der  anfallenden
Reduktionsäquivalente über den Wood-Ljungdahl-Weg ermöglicht die vollständige Oxidation
von Hexosen zu Acetat einhergehend mit der Bildung von 4 Mol ATP/Mol Hexose durch
Substratkettenphosphorylierung. Inzwischen liegen Untersuchungen vor, die zeigen, dass CO2
zumindest für einige Acetogene nicht der bevorzugten Elektronenakzeptor ist und unter
bestimmten Bedingungen alternative terminale Elektronenakzeptoren preferentiell genutzt
werden. Damit einhergehend wird weniger oder kein Acetat mehr gebildet.
3.1 Alternative Elektronenakzeptoren bei acetogenen Bakterien
M.  thermoacetica und M.  thermoautotrophica  nutzen  als  bevorzugten  terminalen
Elektronenakzeptor Nitrat, welches zu Nitrit und Ammonium reduziert wird (Seifritz et al.,
1993; Fröstl et al., 1996). In Nitrat-supplementierten Kulturen erfolgt bei Wachstum auf
verschiedenen Substraten in Gegenwart von CO2 keine meßbare Bildung von Acetat. Beide                                                                                                                                                                             Einleitung
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Organismen  sind  zudem  in  der  Lage,  Thiosulfat  und  Dimethylsulfoxid  als  alternative
terminale Elektronenakzeptoren zu nutzen (Beaty und Ljungdahl, 1990, 1991). Fumarat kann
von vielen Bakterien als terminaler Akzeptor für Elektronen des Stoffwechsels fungieren. Gut
untersucht ist die die Fumaratatmung in E. coli oder W. succinogenes (Cecchini et al., 2002;
Kröger et al., 2002). C. formicoaceticum und C. aceticum waren die ersten beschriebenen
Beispiele  acetogener  Bakterien,  die  in  der  Lage  sind  Fumarat  als  terminalen
Elektronenakzeptor zu nutzen (Dorn et al., 1978a; Matthies et al., 1993).
A. woodii kann Phenylacrylate, die beim Abbau von Lignin entstehen, als terminale
Elektronenakzeptoren  verwenden.  Erste  Hinweise  auf  diese  Fähigkeit  lieferten
Wachstumsversuche  von  BACHE  et  al.  (1981),  die  zeigten,  dass  das  Bakterium  die
Doppelbindung der Seitenkette von Verbindungen wie 3,4,5-Trimethoxycinnamat, Sinapat,
Ferulat oder Caffeat reduzieren kann (Abb. 4). In nachfolgenden Untersuchungen zeigten
TSCHECH und PFENNING (1984), dass A. woodii bei Wachstum auf Methanol oder Formiat
in Gegenwart von CO2 preferentiell Caffeat als terminalen Elektronenakzeptor nutzt. Caffeat
wird dabei zu Hydrocaffeat reduziert (Abb.  4). Damit einhergehend war eine Verringerung
der gebildeten Acetatmenge zu  beobachten.
Für  das  acetogene  Pansenbakterium  R.  productus  wurde  ebenfalls  die  Fähigkeit
beschrieben, die Seitenkette von Phenylacrylaten als terminalen Elektronenakzptor zu nutzen
(Misoph et al., 1996).                                                                                                                                                                             Einleitung
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Abb. 4.  Phenylacrylate als terminale Elektronenakzeptoren bei A. woodii. [H] entspricht 1 e
-.
3.2  Energiekonservierung im Zuge der Nutzung alternativer terminaler Elektronen-            
akzeptoren
Wie oben dargelegt, ist die Reduktion des terminalen Elektronenakzeptors CO2 im Wood-
Ljungdahl-Weg unter chemolithoautotrophen Wachstumsbedingungen an H
+-  oder  Na
+-
abhängige chemiosmotische Prozesse gekoppelt, die der Konservierung von Energie dienen.
Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass die Nutzung alternativer Akzeptoren bei acetogenen
Bakterien nicht nur der „Entsorgung“ von anfallenden Elektronen und der Regenerierung
oxidierter Elektronenüberträger dient, sondern ebenfalls mit der Konservierung von Energie
einhergeht. Detaillierte Kenntnisse über die zu Grunde liegenden Mechanismen liegen aber in
den meisten Fällen nicht vor.
Wachstumsversuche mit M. thermoacetica und M. thermoautotrophica zeigten, dass die
Reduktion von Nitrat zu Nitrit und Ammonium mit Energiekonservierung gekoppelt ist.                                                                                                                                                                             Einleitung
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Nitrat-supplementierte Kulturen produzierten deutlich mehr Biomasse als Kulturen, die in
Abwesenheit des alternativen Elektronenakzeptors Nitrat gewachsen waren (Seifritz et al.,
1993;  Fröstl et al., 1996; Seifritz et al., 2003). Für die an Nitrat-Reduktion gekoppelte
Energiekonservierung wird ein chemiosmotischer Mechanismus ähnlich der Nitrat-Atmung in
E. coli diskutiert (Richardson et al., 2001; Simon, 2002; Jormakka et al., 2003).
MATTHIES et al. (1993) zeigten, dass C. formicoaceticum unter definierten Bedingungen
Fumarat als terminalen Elektronenakzeptor nutzen und energiekonservierend zu Succinat
reduzieren kann (Matthies et al., 1993). Bei Abwesenheit von CO2 ist das Bakterium nicht in
der Lage, in mineralischem Minimalmedium mit Methanol oder Vanillat zu wachsen. Die
Gegenwart von Fumarat ermöglicht Wachstum unter diesen Bedingungen, wobei dabei die
Konservierung von Energie offensichtlich durch die Reduktion des Fumarats bewerkstelligt
wird.  Neben  einer  an  der  Außenseite  der  Cytoplasmamembran  lokalisierten  Fumarat-
Reduktase wurden in C. formicoaceticum b-Typ-Cytochrome sowie Menachinone identifiziert
(Dorn et al., 1978b). Die Energiekonservierung im Zuge der Fumarat-Reduktion erfolgt in
diesem Bakterium daher möglicherweise mittels chemiosmotischer Prozesse, wie sie für die
H2-abhängige Fumarat-Atmung bei E. coli oder Wolinella succinogenes beschrieben wurden
(Cecchini et al., 2002; Kröger et al., 2002).
Aus dem Vergleich von Zellerträgen schlossen TSCHECH und PFENNIG (1984), dass die
Reduktion aromatischer Acrylatverbindungen wie Caffeat in A. woodii mit der Konservierung
von Energie einhergeht. Caffeat-supplementierte Kulturen von A. woodii erreichten bei
Wachtum auf Methanol 2,5-fach höhere Zelldichten als Vergleichskulturen ohne Caffeat.
Versuche mit Suspensionen ruhender Zellen belegten, dass die Reduktion von Caffeat mit H2
als Elektronendonor mit der Bildung von ATP gekoppelt ist (Hansen et al., 1988). Die
Zugabe von Caffeat zu Zellsuspensionen von A. woodii unter einer H2-Atmosphäre führte zu
einem  raschen  Anstieg  des  zellulären  ATP-Gehalts.  Nach  Zugabe  von  Nigericin  und
Valinomycin, Verbindungen die das elektrochmische Potential dissipieren, nahm der ATP-
Gehalt  wiederum  drastisch  ab.  Da  mit  H2  als  Elektronendonor
Substratkettenphosphorylierung ausgeschlossen ist, wurde für die mit Caffeatreduktion
gekoppelte  Energiekonservierung  ein  chemiosmotischer  Mechanimus  postuliert.
Nachfolgende Untersuchungen zeigten schliesslich, dass die H2-abhängige Caffeatreduktion
und  die  damit  verbundenen  ATP-Synthese  in  A.  woodii über einen chemiosmotischen
Mechanismus gekoppelt sind, der Na
+ als Kopplungsion  nutzt (Imkamp und Müller, 2002).
In Analogie zur autotrophen CO2-Reduktion im Wood-Ljungdahl-Weg war die H2-abhängige
Caffeatreduktion  strikt  Na
+-abhängig.  Die  Zugabe  Na
+-spezifischer  Ionophore  zu                                                                                                                                                                             Einleitung
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caffeatreduzierenden  Zellsuspensionen  führte  zu  einer  drastischen  Stimulierung  der
Reduktionsaktivität. Protonophore hatten keinen Einfluß. Diese Beobachtungen deuteten klar
auf die Anwesenheit eines Enzyms hin, dass im Zuge der H2-abhängigen Caffeatreduktion
Na
+ aus dem Cytoplasma transloziert und so die Generierung eines transmembranen Na
+-
Potentials bewerkstelligt. In Folge dessen kommt es zu einer thermodynamischen „feedback“-
Hemmung, die zu einer Verringerung der Na
+-Translokation und damit einhergehend der
enzymatischen Aktivität führt. Dieses als respiratorische Kontrolle bekannte Phänomen wurde
erstmals für Mitochondrien beschrieben (Beechey et al., 1967). Die Zugabe eines Na
+-
Ionophors führt zu einem Abbau des Na
+-Potentials und einer Aufhebung der respiratorischen
Kontrolle. Die Caffeatreduktion kann dadurch wiederum ungehindert, d.h. stimuliert ablaufen.
Die mit H2-abhängiger Caffeatreduktion gekoppelte ATP-Synthese war ebenfalls strikt Na
+-
abhängig. In Gegenwart Na
+-spezifischer Ionophore bildeten H2-inkubierte Zellsuspensionen
nach Zugabe von Caffeat kein ATP. Protonophore hatten hingegen keinen Einfluß. Dies
zeigte deutlich, dass die ATP-Synthese, die mit H2-abhängiger Caffeatreduktion  gekoppelt
ist, von dem im Zuge der Reaktion generierten Na
+-Potential abhängig ist (Imkamp und
Müller, 2002).
4.  Fragestellung der Arbeit
Die molekularen und mechanistischen Grundlagen der Energiekonservierung im Zuge der
Acetogenese im Wood-Ljungdahl-Weg sind weitgehend unbekannt. Wie oben dargelegt, sind
acetogene Bakterien in der Lage, die im Stoffwechsel freiwerdenden Elektronen nicht nur auf
CO2 sondern u. a. auch auf Nitrat, Fumarat oder Caffeat zu übertragen und dabei ebenfalls
Energie zu konservieren. Möglicherweise spielen dabei in allen Fällen die gleichen oder
ähnliche Mechanismen eine Rolle. Die Untersuchung der an die Nutzung von alternativen
terminalen Elektronenakzeptoren gekoppelten Reaktionen könnte daher zu weiterführenden
Erkenntnissen über Energiekonservierung in acetogenen Bakterien im Allgemeinen führen.
Am  Beispiel  des  Modellorganismus  A.  woodii  sollten  im  Rahmen  dieser  Arbeit
Komponenten des Caffeatreduktionssystems identifiziert werden. Der Schwerpunkt lag dabei
auf der Charakterisierung der an H2-abhängiger Caffeatreduktion beteiligten enzymatischen
Aktivitäten und der Bestimmung der zellulären Lokalisation involvierter Komponenten. Von
besonderem Interesse war dabei die Identifikation des Na
+-translozierenden Enzymes, das für                                                                                                                                                                             Einleitung
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die Generierung des transmembranen elektrochemischen Potentials im Zuge der Caffeat-
Atmung verantwortlich ist.                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Material und Methoden
1.  Organismen, Plasmide, Oligonukleotide
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Plasmide sind in den
Tabellen 1 und 2 zusammengefasst.
Tabelle 1.  Verwendete Bakterienstämme
Stamm relevanter Genotyp Referenz
Acetobacterium woodii Wildtyp DSM 1030, DSMZ
Escherichia coli DH5α Fφ80d/lacZ M15 Δ(lacZYA-argF)       Hanahan, 1983




- thi-1 gyrA96 relA1
Clostridium pasteurianum Wildtyp DSM 525, DSMZ
Tabelle 2.  Verwendete Plasmide
Plasmid relevante Merkmale Referenz
pMal-C2 Amp





Karlsruhe                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind in Tabelle 3 aufgeführt.
Tabelle 3.  Plasmidkonstrukte
Plasmidname Insert Insertions-           Ursprungsplasmid
    (Schnittstellen) größe (Bp)  
pTOPO-etfA etfA 924 pCR 2.1-TOPO
pTOPO-etfB etfB 207 pCR 2.1-TOPO
pMal-etfA etfA (BamHI/SalI) 900 pMal-C2
pMal-etfB etfB (EcoRI/PstI) 504 pMal-C2
pTOPO-etfBA etfBA 1713 pCR 2.1-TOPO
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers
(Ulm) bezogen und sind in Tabelle 4 aufgeführt. Restriktions-Schnittstellen sind durch
Fettdruck hervorgehoben und unterstrichen.
Tabelle 4.  Verwendte Oligonukleotide





EtfA_forward BamHI GTATTTGCCGGATCCCGTGAAG etfA; homolog





EtfB_forward EcoRI GGAATTCATGGGGGCGGACGAAG etfB; homolog
EtfB_reverse PstI AACTGCAGCGGTGGTCC etfB; homolog
pMalc2 5´ CACGTATTGCCGCCACCATGG Sequenzierungs-
primer für pMal-C2
pMalc2 3´ CTATTACGCCAGCTGGCGAAA Sequenzierungs-
primer für pMal-C2                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Tabelle 4 (Fortsetzung)
M13 Forward  GTAAAACGACGGCCAG Sequenzierungs-
primer  für  pCR
2.1-TOPO
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierungs-





1) N = A,C,G,T M = A,C R = A,G Y = C,T
2.  Nährmedien und Supplemente
2.1 Phosphat/Carbonat-gepuffertes Komplexmedium für Anzuchten von






MgSO4 x 7 H2O 0,33 g
KHCO3 6,0 g
Hefeextrakt 2,0 g
Spurenelemente-Lösung SL9 (10x) 1,0 ml
Selenitlösung 1,0 ml
Vitaminlösung DSMZ 141 (10x) 2,0 ml
Resazurin 1,0 mg
H2Odemin.                                                  ad 1000 ml
pH 7,2 – 7,3
Spurenelemente-Lösung SL9 (10x; Tschech und Pfennig, 1984)                                                                                                                                                       Material und Methoden
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CoCl2 x 6 H2O 0,2 g
CuCl2 x 6 H2O 2,0 mg
FeCl2 x 4 H2O 2,0 g
H3BO3 6,0 mg
MnCl2 x 2 H2O 0,1 g
Na2MoO4 x 2 H2O 36,0 mg
NiCl2 x 6 H2O 24,0 mg
Nitrilotriacetat 12,8 g
ZnCl2 70,0 mg
H2Odest.                                                   ad 1000 ml
Der pH wurde mit 1 M KOH auf einen Wert von 3,3 – 3,5 eingestellt. Die Lösung wurde bei
4°C gelagert.










Vitamin B12 0,1 mg
H2Odest.                                                    ad 1000 ml
Die Vitaminlösung wurde lichtgeschützt bei 4°C gelagert.
Die  Herstellung  des  Nährmediums  erfolgte  in  einer  modifizierten  Form  der  von
HUNGATE (1969) und BRYANT (1972) beschriebenen anaeroben Techniken. Hierfür wurde                                                                                                                                                       Material und Methoden
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das Medium mit einem N2/CO2-Gasgemisch (80:20 [v/v]) 20 min durchgast. Der gewünschte
pH-Wert stellte sich dabei ein oder wurde gegebenenfalls mit 1 M HCl eingestellt. Die
Kulturgefäße  wurden  ebenfalls  20  min  mit  N2/CO2  durchgast,  anschließend  mit  dem
anaeroben Medium befüllt, verschlossen und autoklaviert.





H2Odemin.                                                  ad 1000 ml
Zur Herstellung von Agarplatten wurde Japanagar in einer Endkonzentration von 1,5%
[w/w] zugegeben. Zur Selektion rekombinanter E. coli-Stämme wurde dem Medium nach
dem Autoklavieren Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugegeben.





H2Odemin.                                                                           ad 1000 ml
pH 7,4
3.  Zellanzucht                                                                                                                                                       Material und Methoden
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3.1 Anaerobe Anzucht von A. woodii
Die  Anzucht  von  A.  woodii  erfolgte  in  50-ml-Kulturen  in  100-ml-Serumflaschen
(Glasgerätebau Ochs, Bovenden-Lenglern), in 500-ml-Kulturen in 1,2-l-Infusionsflaschen
(Glasgerätebau Ochs) oder in 17-l-Kulturen in 20-l-Steilbrustflaschen (Glasgerätebau Ochs).
Als Wachstumssubstrate wurden 20 mM Fruktose, 60 mM Methanol oder 200 mM Formiat
verwendet,  die  vor  dem  Beimpfen  aus  anaeroben  Stammlösungen  mittels  steriler
Einwegspritzen zugegeben wurden. 20-l-Steilbrustflaschen wurden offen autoklaviert und
anschliessend mit Substrat, KHCO3 und dem Reduktionsmittel Cystein supplementiert.
Anzuchten mit H2 + CO2 (80:20 [v/v]) erfolgten in 50-ml-Kulturen in 100-ml-Serumflaschen.
Nach dem Beimpfen wurde N2/CO2 (80:20 [v/v]) gegen H2/CO2 (80:20 [v/v]) ausgetauscht.
Die Kulturgefäße wurden bei 30°C in einem Schüttelwasserbad (180 Upm; GFL 1083, GFL,
Burgwedel) inkubiert. Um eine optimale Gasversorgung der Kulturen zu gewährleisten
wurden die Serumflaschen kontinuierlich mit 0,8 bar H2 + CO2 (80:20 [v/v])begast. Das
Inokulum betrug 6%.
3.1.1  Anzucht von A. woodii zur Herstellung von Zellsuspensionen
Für die Herstellung von Suspensionen ruhender Zellen wurden 500-ml-Kulturen in 1,2-l-
Infusionsflaschen  in  Phosphat/Carbonat-gepuffertem  Medium  mit  20  mM  Fruktose
angezogen. Zur Induktion der Caffeat-, Ferulat-, oder p-Cumarsäurereduktion wurde den
Kulturen bei einer OD600 von 0,3 (bei Wachstum mit Fruktose) bzw. 0,1 (bei Wachstum mit
Methanol oder Formiat) die entsprechende Verbindung in einer Endkonzentration von 10 mM
zugegben.
3.1.2  Anzucht von A. woodii zur Herstellung zellfreier Rohextrakte
Zur Herstellung zellfreier Rohextrakte wurden 17-l-Kulturen in 20-l-Steilbrustflaschen in
Phosphat/Carbonat-gepuffertem  Medium  angezogen.  Als  Substrat  wurde  den  Kulturen
Fruktose in ein einer Endkonzentration von 20 mM zugegeben. Bei Bedarf wurde zur
Induktion  der  Caffeatreduktion  bei  einer  OD600  von  0,3  –  0,4  Caffeat  in  einer
Endkonzentration von 10 mM zugegeben.                                                                                                                                                       Material und Methoden
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3.1.3  Bestimmung der Zelldichte
Das  Wachstum  der  Kulturen  wurde  durch  Messung  der  optischen  Dichte  bei  einer
Wellenlänge von 600 nm mit Hilfe eines Spektralphotometers (Spektrophotometer U-1500,
Hitachi, Japan) verfolgt. Dazu wurde ein Aliquot der Kultur in eine 1-ml Kunststoffküvette
überführt. Um eine Verfälschung der Messung durch Rotfärbung des Resazurins, bedingt
durch den Sauerstoffkontakt des Mediums, zu vermeiden, wurde die Probe durch Zugabe
einer Spatelspitze Natriumdithionit reduziert. Bei optischen Dichten > 0,5 wurden die Proben
vor der Messung mit Medium verdünnt.
3.1.4  Reinheitskontrolle
Alle Kulturen wurden vor ihrer weiteren Verwendung in einem Phasenkontrastmikroskop
(Zeiss, Jena) auf mögliche Kontaminationen hin überprüft.
3.1.5  Stammkulturen
Die Stammhaltung von A. woodii erfolgte in 50-ml-Kulturen in 100-ml-Serumflaschen in
dem oben beschriebenen Medium. Die Kulturen wurden in etwa zweiwöchigem Abstand in
frisches Medium überimpft und nach Erreichen der spätexponentiellen Wachstumsphase bei
4°C gelagert.
3.2 Anzucht von E. coli
E. coli wurde in 5-ml-Kulturen in 15-ml-Reagenzgläsern in einem Rollinkubator und bei
größeren Anzuchten in 1-l-Erlenmeyerkolben mit Schikanen unter Schütteln (180 Upm) bei
37°C inkubiert.
3.2.1  Stammkulturen                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Stammkulturen wurden über kürzere Zeiträume auf LB-Agarplatten bei 4°C gelagert. Zur
Konservierung der Stämme wurden 1-ml-Aliquots einer Flüssigkultur in sterile 1,5-ml-
Schraubdeckel-Reaktionsgefäße überführt und mit sterilem Glyzerin supplementiert (20%
Endkonzentration). Die Lagerung erfolgte bei –70°C.
3.3 Anaerobe Anzucht von Clostridium pasteurianum
Zur  Isolierung  von  Ferredoxin  aus  C.  pasteurianum  wurden  10-l-Kulturen  in  12-l-
Steilbrustflaschen angezogen. Dazu wurden die mit Medium befüllten Kulturgefässe offen
autoklaviert, anschliessend 20 min mit N2 durchgast und verschlossen. Das Inokolum betrug
5%. Die Kulturen wurden bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Die Stammhaltung von
C.  pasteruianum  erfolgte  in  50-ml-Kulturen  in  100-ml-Serumflaschen  in  dem  oben
beschriebenen Medium. Die Kulturen wurden in etwa zweiwöchigem Abstand in frisches
Medium überimpft und nach Erreichen der spätexponentiellen Wachstumsphase bei 4°C
gelagert.
3.4 Herstellung von Zellsuspensionen von A. woodii
Zur  Herstellung  von  Zellsuspensionen  wurden  die  Zellen  in  der  spätexponentiellen
Wachstumsphase bei einer OD600  von  1,6  –  1,8  geerntet.  Zu  diesem  Zeitpunkt  waren
90  –  95%  des  zugegebenen  Caffeats  reduziert.  Die  Kulturen  wurden  in  einer
Anaerobenkammer (Coy, Grass Lake, MI, USA) in 500-ml-Zentrifugenbecher überführt und
15 min bei 5000 Upm in einer Kühlzentrifuge (Beckmann Avanti J-25, JA 10-Rotor;
Beckmann Instruments, Palo Alto, CA, USA) bei 4°C abzentrifugiert. Die Zellen wurden
anschließend zweimal mit anaerobem Imidazol-Waschpuffer gewaschen, in 10 – 15 ml
desselben Puffers resupendiert und in ein Schraubdeckelröhrchen mit Butylgummiseptum
(Glasgerätebau Ochs) überführt. Der Proteingehalt der konzentrierten Zellsuspensionen, die
bis zur Verwendung in Eis unter einer N2-Atmosphäre aufbewahrt wurden, betrug 10 – 16
mg/ml. Zur strikten Einhaltung anaerober Bedingungen wurden bei der Herstellung der
Zellsuspensionen  alle  Arbeitsschritte  in  einer  Anaerobenkammer  unter  einer  N2/H2-




MgSO4 x 7 H2O 4,9 g
DTE 0,78 g
Resazurin 1,0 mg
H2Odest.                                                                          ad 1000 ml
Der  pH  wurde  mit  HClkonz. auf 7,0 eingestellt. Der Puffer wurde durch 20-minütiges,
intensives  Durchgasen  mit  N2  von  Sauerstoff  befreit.  Die  Lagerung  erfolgte  in  1,2-l-
Infusiuonsflaschen unter einer N2-Atmosphäre.
3.5 Versuche mit Zellsuspensionen
Die Durchführung der Versuche mit Zellsuspensionen erfolgte in 58-ml-Steilbrustflaschen
(Glasgerätebau Ochs). Diese wurden in der Anaerobenkammer mit 9 ml Imidazol-Puffer
(siehe 3.4) befüllt. Mit Hilfe einer 1-ml-Einwegspritze erfolgte die Zugabe von 1 ml der
konzentrierten Zellsuspension. NaCl wurde wie angegeben hinzugegeben. Die Gasatmosphäre
wurde je nach Bedarf gegen H2 oder N2 ausgetauscht. Nach 10 min Vorinkubation bei 30°C in
einem Schüttelwasserbad (180 Upm) wurde den Zellsuspensionen Caffeat, Ferulat oder p-
Cumarsäure in einer Endkonzentration von 10 mM aus 100 mM Stammlösungen zugegeben.
Die Probenentnahme (0,5 ml) erfolgte mit Hilfe einer 1-ml-Einwegspritze. Die Bestimmung
der Caffeat-, Ferulat- oder p-Cumarsäurekonzentration der Proben erfolgte wie unter 5.
beschrieben.
4.  Herstellung zellfreier Rohextrakte (Heise, 1992; modifiziert)
Für die Untersuchungen der H2- oder NADH-abhängigen Caffeatreduktion sowie der an
Caffeatreduktion beteiligten enzymatischen Aktivitäten wurden zellfreie Rohextrakte von
A. woodii hergestellt. Dazu wurden 17-l-Kulturen wie unter 3.1.2 beschrieben angezogen. Die
Zellernte erfolgte in der spätexponentiellen Wachstumsphase (OD600  1,6  -  1,8)  in  einer
Durchlaufzentrifuge  (14.000  Upm;  Contifuge  Strato,  Heraeus,  Osterode).  Zu  diesem                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Zeitpunkt waren 90 – 95% des zugegebenen Caffeats reduziert. Um möglichst anaerobe
Bedingungen zu gewährleisten, wurde der Rotor vor der Ernte 10 min mit N2 durchgast. Die
sedimentierten Zellen wurden zweimal mit Imidazol-Puffer (siehe 3.4) gewaschen. Zur
Herstellung von Protoplasten wurde das Zellsediment anschliessend in 100 ml Lysozym-
Puffer  resuspendiert,  mit  Lysozym  versetzt  (5  mg/ml)  und  in  einem  500-ml-
Zentrifugenbecher 1,5 h unter leichtem Schütteln bei 37°C inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt  (20  min,  6000  Upm,  4°C)  wurde  das  Sediment  in  30  –  50  ml
Lagerpuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 0,1 mM PMSF (Stammlösung: 100 mM in
Isopropanol) und einer Spatelspitze DNAse I wurden die Protoplasten in der „French Pressure
Cell  Press“  (SLM  Aminco;  SLM  Instruments,  Rochester,  NY,  USA)  bei  650  psiG
aufgeschlossen. Durch zweimalige Zentrifugation (45 min, 15.000 Upm; JA 25.50-Rotor )
wurden Protoplasten und restliche Zelltrümmer entfernt. Der so erhaltene zellfreie Rohextrakt
enthielt Cytoplasma und invertierte Membranvesikel. Er wurde unter einer N2-Atmosphäre
auf Eis gelagert und innerhalb von 2 bis 3 Tagen verbraucht. Die Proteinkonzentration betrug
20 – 35 mg/ml.
Lysozym-Puffer und Lager-Puffer
Imidazol-HCl 3,40 g




H2Odemin.                                                                     ad 1000 ml
Der pH des Lysozym-Puffers wurde auf 8 eingestellt, der des Lager-Puffers, der in seiner
Zusammensetzung identisch mit dem Lysozym-Puffers ist, auf pH 7,0. Die Puffer wurden
durch 20-minütiges, intensives Durchgasen mit N2 von Sauerstoff befreit. Die Lagerung
erfolgte in 1,2-l-Infusionsflaschen unter einer N2-Atmosphäre.
4.1 Präparation der cytoplasmatischen Fraktion und gewaschener Membranen                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Um den zellfreien Rohextrakt in die Cytoplasma- und Membranfraktion zu trennen, wurde
dieser bei 190.000 x g 16 h bei 4°C zentrifugiert (Beckmann L-70 Ultrazentrifuge, Ti50.2-
Rotor;  Beckmann  Instruments).  Der  daraus  erhaltene  Überstand  wird  im  weiteren  als
Cytoplasma bezeichnet. Das Sediment wurde durch intensives Homogenisieren in Lager-
Puffer  resuspendiert,  zweimal  gewaschen  (1,5  h,  190.000  x  g,  4°C,  Beckmann  L-70
Ultrazentrifuge, Ti50.2-Rotor) und anschliessend in 1,5 – 3,5 ml Lager-Puffer (siehe 4.)
aufgenommen. Diese Fraktion wird im Folgenden als gewaschene Membranen bezeichnet.
Die Proteinkonzentration betrug 20 – 40 mg/ml.
Das Cytoplasma wurde durch zwei hochtourige Zentrifugationsschritte von restlichen
Membranen befreit (1,5 h, 40.000 Upm, 4°C, Beckmann L-70 Ultrazentrifuge, Ti50.2-Rotor).
Die Proteinkonzentration der Cytoplasmafraktion betrug 20 – 40 mg/ml. Die Lagerung der
Fraktionen erfolgte bei 4°C auf Eis unter einer N2-Atmosphäre.
4.2 Versuche mit zellfreien Extrakten, Cytoplasma- und Membranfraktion
4.2.1  Versuche zur Caffeatreduktion
Die  Versuche  zur  Caffeatreduktion  wurden  in  2,5-ml-Schraubdeckelgefässen  mit
Butylgummisepten (Glasgerätebau Ochs, Bovenden) durchgeführt. Durch mehrmaliges Be-
und Entgasen wurde die Luft in den Gefässe N2 ausgetauscht. Die Zugabe des zellfreien
Rohextraktes, der Cytoplasma- oder Membranfraktion erfolgte mittels 1-ml-Einwegsspritzen.
Es folgte eine 10-minütige  Inkubation in einem Schüttelwasserbad (30°C, 180 Upm), wobei
bei  den  Versuchen  zur  H2-abhängigen Caffeatreduktion die Gasatmosphäre gegen H2
ausgetauscht wurde. Anschliessend wurden die Ansätze wie angegeben supplementiert. Mit
Hilfe  einer  Hamilton-  oder  Unimetrix-Spritze  (Fa.  Hamilton  Bonaduz  AG,  Bonaduz,
Schweiz; Unimetrics Corporation, Shorewood, IL, USA) wurden Proben (25 µl) entnommen,
deren Caffeat-Konzentration wie unter 5. beschrieben bestimmt wurde.
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Anaerobe Enzymtests wurden in mit Gummistopfen veschlossenen 1,5-ml-Quarzküvetten
einer  Schichtdicke  von  0,5  oder  1  cm  unter  der  jeweils  angegebenen  Gasatmosphäre
durchgeführt. Um die Küvetten von Sauerstoff zu befreien wurden diese für etwa 15 min
mehrfach be- und entgast und anschliessend mit dem entsprechenden Gas gefüllt. Die
anaeroben  Versuchspuffer  wurden  mit  1-ml-Plastikspritzen  zugegeben.  Proben  und
Supplemente wurden mit Hilfe einer Hamilton- oder Unimetrix-Spritze zugefügt. Aerobe
Enzymtests  wurden  in  unverschlossenen  Quarzküvetten  durchgeführt.  Die  Messungen
erfolgten in einem UVIKON Spektralphotometer (BIO-TEK Instruments, Neufahrn) bei 30°C
gegen Luft und wurden mit Hilfe des angeschlossenen Computers und der „Lab  Power
3000“-Software aufgezeichnet. Die spezifischen Enzymaktivitäten wurden aus dem linearen
Bereich  der  Kinetik  mit  Hilfe  des  Lambert-Beer´schen  Gesetzes  und  der  eingesetzten
Proteinkonzentration berechnet. Folgende Extinktionskoeffizienten wurden dazu verwendet:
NAD
+  ε340 nm = 6,5 / mM x cm
Benzylviologen ε600nm = 7,4 / mM
 x cm
ε578 nm = 8,65 / mM
 x cm)
Kaliumhexacyanoferrat  ε420 nm = 1,0 / mM x cm
Metronidazol ε320 nm = 9,3 / mM x cm)
Wurden Benzylviologen oder Kaliumhexacyanoferrat als Elektronenakzeptoren verwendet,
war zu berücksichtigen, dass es sich  hierbei um 1-Elektronenüberträger handelt.
4.2.2.1  Hydrogenase
Die  Bestimmung  der  Hydrogenaseaktivität  von  Rohextrakt,  Cytoplasma-  und
Membranfraktion  erfolgte  anaerob  unter  einer  H2-Atmosphäre  mit  NAD
+  oder
Benzylviologen als Elektronenakzeptoren. Als Test-Puffer diente 1 ml anaerober Imidazol-
Puffer (50 mM Imidazol, 20 mM MgSO4 x 7 H2O, 5 mM DTE, 1 mg/l Resazurin; pH 7,0),
der mit Aliquots  von Rohextrakt, Cytoplasma- oder Membranfraktion supplementiert wurde.
Die Grundlinie wurde aufgenomen und die Reaktion wurde durch Zugabe von 1,5 mM NAD
+
oder 1 mM Benzylviologen gestartet. Die Reduktion der Elektronenakzeptoren wurde bei                                                                                                                                                       Material und Methoden
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340 nm bzw. 600 nm aufgezeichnet. Kontrollansätze, die unter einer N2-Atmosphäre inkubiert
wurden, wiesen keine Aktiviät auf.
4.2.2.2  NADH-oxidierende Aktivität
An  anaerob  oder  aerob  hergestellten  Membranen  von  A.  woodii  war  eine  NADH-
oxidierende Aktivität meßbar. Messungen unter anaeroben Bedingungen erfolgten unter einer
N2-Atmosphäre. Als Test-Puffer diente 1 ml anaerober MOPS-Puffer (50 mM MOPS, 20 mM
MgSO4,  20 mM NaCl; pH 7,0). Dieser enthielt kein DTE als Reduktonsmittel, da der
verwendete Elektronenakzeptor Kaliumhexacyanoferrat durch DTE chemisch reduziert wird.
Aliquots einer Membranpräparation wurden zugegeben und die Grundlinie wurde bei 420 nm
aufgenommen. Die Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat in einer Endkonzentration von 1 mM
resultierte in einem Anstieg der Absorption um 0,5 Einheiten. Die Reaktion wurde durch
Zugabe  von  1  mM  NADH  gestartet.  Die  ermittelten  Aktivitäten  wurden  gegen  die
Basalaktivität  des  Kontrollansatzes,  dem  keine  Membranen  zugegeben  worden  waren,
korrigiert.  Die  Messunge  der  NADH-oxidierenden  Aktitvität  mit  Benzylviologen  als
Elektronenakzeptor  erfolgte  in  gleicher  Weise  bei  einer  Wellenlänge  von  578  nm.
Kontrollansätze ohne Membranen wiesen keine Aktivität auf. Messungen unter aeroben
Bedingungen erfolgten in aeroben MOPS-Puffer (siehe oben) mit Kaliumhexacyanoferrat als
Elektronenakzeptor.
Die Bestimmung der zellulären Verteilung der NADH-oxidierenden Aktivität erfolgte
anaerob unter einer N2-Atmosphäre. Als Test-Puffer wurde hierbei 1 ml anaerober Imidazol-
Puffer (50 mM Imidiazol, 20 mM MgSO4 x 7 H2O, 5 mM DTE, 1 mg Resazurin/l; pH 7,0)
verwendet,  der  mit  Aliquots  von  Rohextrakt,  Cytoplasma-  oder  Membranfraktion
supplementiert wurde. Als Elektronenakzeptor wurde 1 mM Benzylviologen eingesetzt. Die
Grundlinie wurde bei 600 nm aufgenommen und die Reaktion durch die Zugabe von NADH
zu einer Endkonzentration von 5 mM gestartet.
Untersuchungen  zur  Na
+-Abhängigkeit  der  membranständigen,  NADH-oxidierenden
Aktivität erfolgten in anaeroben 50 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,0, für dessen Herstellung Na
+-
armes Tris und destilliertes Wasser verwendet wurde. Die Na
+-Konzentration des Puffer
betrug 200 µM. Aliquots einer Membranpräparation wurden in 1 ml Test-Puffers gegeben.
Nach  Aufnahme  der  Grundlinie  bei  420  nm  wurde  Kaliumhexacyanoferrat  in  einer
Endkonzentration von 1 mM zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Kalium-NADH  gestartet.  Die  Messungen  erfolgten  in  Abwesenheit  von  NaCl  oder  in
Gegenwart von 20 mM NaCl, das aus einer anaeroben, 5 M Stammlösung zugegeben wurde.
4.2.2.3  Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase
Die Messung der Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-Aktivität an gewaschenen Membranen
von A. woodii erfolgte anaerob unter einer N2-Atmosphäre gemäß der von JAYAMANI
(2005) etablierten Methode zur Bestimmung dieser Aktivität in C. tetanomorphum. Dazu
wurde 1 ml anaerober Versuchspuffer (50 mM MOPS, 20 mM MgSO4, 20 mM NaCl; der pH-
Wert  betrug  je  nach  Versuchsbedingungen  7,5  oder  7,0)  mit  Aliquots  einer
Membranpräparation supplementiert. Die Grundlinie wurde bei 340 nm aufgenommen. Dann
erfolgte  die  Zugabe  von  30  –  50  µl  Ferredoxin,  das  aus  C. tetanomorphum  oder
C. pasteurianum isoliert worden war (siehe 7.6). Das Ferredoxin wurde durch Ti-(III)-Citrat
(3,5 mM) reduziert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von  2,5 mM NAD
+ gestartet. Als
Kontrolle dienten Versuchsansätze, denen kein Ferredoxin oder kein Ferredoxin und keine
Membranen zugegeben wurden. Die ermittelte Aktivität wurde gegen die Basalaktivität der
Kontrollansätze korrigiert.
5.  Bestimmung der Konzentration von Phenylacrylaten
Die bei den Versuchen mit Suspensionen ruhender Zellen entnommenen Proben wurden für
10 min bei 14.000 Upm abzentrifugiert. Nach Verdünnung des Überstandes (1:100) mit
Imidazol-Puffer (siehe 3.4) wurde die Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von
312 nm (Caffeat und Ferulat) oder 286 nm (p-Cumarsäure) in einem Spektralphotometer
(Spektrophotometer U-1500, Hitachi) ermittelt. Bei Experimenten zur Caffeatreduktion in
zellfreien Fraktionen wurden die entnommenen Proben direkt mit Puffer verdünnt. Für die
Berechung der Phenylacrylat-Konzentration mit Hilfe der Lambert-Beer´schen Gleichung
wurden die folgenden Absorptionskoeffizienten herangezogen: 13,72 (Caffeat), 10,4 (Ferulat)
und 20,2 (p-Cumarsäure) mM
-1 x cm
-1.                                                                                                                                                       Material und Methoden
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6.  Molekularbiologische Methoden
6.1 Standardmethoden
Molekularbiologische Standardmethoden SAMBROOK et al. (1989) durchgeführt. Enzyme
wurden von MBI-Fermentas (St. Leon Rot) oder Roche (Mannheim) bezogen und gemäß der
Herstellerangaben  verwendet.  Die  Plasmidisolierung  aus  E. coli  wurde  nach  der  von
HOLMES und QUIGLEY (1981) beschriebenen Methode durchgeführt. Waren sehr reine
Plasmidpräparationen erforderlich wurde ein Plasmidisolierungskit von Qiagen verwendet
(QIAprep Spin Miniprep Kit; Qiagen Hilden). DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit
Hilfe  des  „QiaexII  Gel  Extraction“-Verfahrens  gereinigt  (Qiagen).  Die  Herstellung
Transformations-kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der CaCl2-Methode (Cohen et al.,
1972; Inoue et al., 1990). Die Transformation von kompetenten E. coli-Zellen wurde in nach
HANAHAN (1983) modifizierter Weise durchgeführt. Die Sequenzierung von DNA erfolgte
durch die Firma „Scientific Research and Development GmbH“ (Oberursel).
6.2 Isolierung chromosomaler DNA aus A. woodii
Die  Isolierung  chromosomaler  DNA  erfolgte  durch  eine  nach  RAHLFS  (1998)
modifizierten  Methode.  Zwei  500-ml-Kulturen  von  A.  woodii  wurden  in  der
spätexponentiellen Wachstumsphase bei einer OD600 = 1,6 – 1,8 geerntet (5000 Upm, 15 min,
4°C). Das Sediment wurde mit STE-Puffer gewaschen und anschließend in 15 ml desselben
Puffers aufgenommen und mit 0,5 g Lysozym versetzt. Nach einer 45-minütige Inkubation
bei 37°C in einem Schüttelwasserbad (180 Upm, GFL 1083) wurden die Zellen sedimentiert
(3.000 Upm, 10 min, 4°C) und in 15 ml EDTA/Tris/Saccharose-Puffer, 1 ml SDS-Lösung
(25% [w/v]) und 100 µl Proteinase K-Lösung (80 µg/ml TE-Puffer) aufgenommen. Der
Ansatz wurde in ein steriles JA 25.50-Zentrifugenröhrchen überführt und 1 h bei 65°C in
einem Wasserbad inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1 Vol. Phenol und ein weiterer
Zentrifugationsschritt (11.000 Upm, 30 min, 4°C). Der Überstand (wässrige Phase) wurde
abgenommen, mit 1 Vol. Phenol versetzt und für 15 min bei 11.000 Upm abzentrifugiert.
Anschließend  wurde  die  wässrigen  Phase  erneut  abgenommen,  mit  1  Vol.  eines
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches  (25:24:1)  versehen  und  einem  weiteren
Zentrifugationsschritt (11.000 Upm, 15 min, 4°C) unterzogen. Nach Zugabe von 1 Vol. eines                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) erfolgte eine weitere Sedimentation (11.000
Upm, 15 min, 4°C). Dieser Schritt wurde so lange wiederholt, bis der Überstand klar war. Zur
vollständigen Fällung der DNA wurden der Überstand mit 3 Vol. eiskaltem Ethanol (96%)
und 0,1 Vol. sterilem 3 M Natriumacetat (pH 5,5) versetzt und 30 min bei –20°C inkubiert.
Die DNA wurde durch Zentrifugation sedimentiert (14.000 Upm, 30 min, 4°C). Das Sediment
wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde
die gereingte DNA in 500 µl sterilem H2Odest. aufgenommen und über Nacht bei 37°C in
einem Wasserbad resuspendiert.
STE-Puffer EDTA/Tris/Saccharose-Puffer
Saccharose 6,7 g EDTA 4,38 g
Tris 0,61 g Tris 0,61 g
EDTA 37,2 g Saccharose 5,0 g
H2Odest.        ad 100 ml H2Odest.                                 ad 100 ml
TE-Puffer (10x)
1 M Tris/HCl, pH 8,0 100 ml
0,5 M EDTA, pH 8,0 10 ml
H2Odest.                              ad 1000 ml
6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al., 1986)
Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion in 20 µl-
oder 100 µl-Ansätzen in einem TPersonal minicycler (Biometra, Göttingen) oder in einem
Eppendorf  Mastercycler  gradient  (Eppendorf,  Hamburg)  durchgeführt.  Ein  Standard-
Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:
DNA („Matrize“) ca. 1 µg Taq-Polymerase 0,5 µl bzw. 2,5 µl
Oligonukleotid 1 2,5 pmol/µl Ansatz H2Odest.     ad 20 µl bzw. ad 100 µl
Oligonukleotid 2 2,5 pmol/µl Ansatz
dNTP-Gemisch (10 mM) 1 nmol/µl Ansatz
Reaktions-Puffer (10x) 2 µl bzw. 10 µl                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Bei der verwendeten Taq-Polymerase handelte es sich um ein im Labor selbst aufgereinigtes
Enzym. Das PCR-Programm umfasste eine 5-minütige Denaturierung der DNA bei 95°C,
gefolgt von 30 Zyklen Denaturierung (95°C, 30 sec), Anlagerung (1 min) und Synthese
(72°C). Das Programm wurde von einer 10-minütigen Inkubation bei 72° abgeschlossen. Bei
Verwendung  homologer  Oligonukleotide  wurde  die  vom  Hersteller  angegebene
Anlagerungstemperatur verwendet. Sollten DNA-Fragmente mit Hilfe von degenerierten
Oligonukleotiden amplifiziert werden, wurden in der Regel Temperaturgradienten zwischen
35°C – 55°C für die Anlagerung eingestellt. Für die Länge der Synthese wurde ein Richtwert






MgCl x 6 H2O 15 mM
pH 8,6
6.4 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle von Nukleinsäure-Lösungen
Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsäure-Lösungen wurde durch Ermittlung der
Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Bei doppelsträngiger DNA entspricht eine
Absorption  von  1  bei  260  nm  einer  Konzentration  von  50  µg/ml.  Der  Quotient  der
Absorptionen 260 nm/280 nm kann für die Beurteilung der Reinheit herangezogen, wobei das
Verhältnis zwischen 1,5 und 1,9 liegen sollte (Sambrook et al., 1989). Ferner wurde ein
„NanoDrop“-Spektralphotometer  ND-1000  (Peqlab  Biotechnologie  GmbH,  Erlangen)
verwendet, mit dem von 1-µl-Aliquots einer Lösung die DNA-Konzentration und Reinheit
bestimmt werden können.
6.5 Auftrennung von Nukleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese
Die analytische und präparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8%igen
Agarosegelen (0,8% Agarose [w/v] in TAE-Puffer, 30 – 40 ml Volumen, Laufstrecke 6,5 cm),                                                                                                                                                       Material und Methoden
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wobei horizontale Gelkammern eigener Bauart verwendet wurden. Als Laufpuffer diente
TAE-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte bei 75 Volt. Für die Auftrennung von DNA, die
anschliessend auf Nylonmembranen übertragen werden sollte (5.6.2), wurden Gele mit einem
Volumen von 200 ml und einer Laufstrecke von 11 cm verwendet. Die Elektrophorese wurde
dabei für 12 h bei einer Spannung von 30 – 35 Volt durchgeführt. Als Grössenstandard diente
in allen Fällen DNA des Phagen λ, die mit HindIII vollständig geschnitten worden war. Zum
Beschweren der Proben und Markieren der Lauffront wurde der aufzutrennenden DNA
jeweils 0,2 Vol. Stop-Mix zugegeben. Zum Anfärben der Nukleinsäuren wurden die Gele für
10 – 15 min in eine Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml H2O) eingelegt. Die gefärbte DNA
konnte anschliessend mit Hilfe eines UV-Transilluminators (Bachhofer Laboratoriumsgeräte,
Reutlingen) bei 302 nm sichtbar gemacht und durch einen Videoprinter (Sony, Tokyo, Japan)
auf Thermopapier abgebildet werden.
TAE-Puffer (20x) STOP-Mix
Tris/HCl 96,88 g Saccharose 0,15 M
EDTA 7,44 g Harnstoff 0,5 M
Essigsäurekonz. 22,8 g EDTA 0,1 mM
H2Odest.        ad 1000 ml Bromphenolblau 0,14 mM
pH 8,0 pH 7,0
6.6 DNA-DNA-Hybridisierung
6.6.1  DNA-Sondenmarkierung mit Digoxigenin-11-dUTP (DIG)
DNA-Sonden wurden nach der „random primed“-Methode mit dem „DIG-DNA Labelling
Kit“ (Boehringer, Mannheim) hergestellt. Dabei wird ein Gemisch von Hexanukleotiden aller
Basensequenzen  mit  der  zu  markierenden,  hitzedenaturierten  DNA  hybridisiert.  Der
komplementäre 3´-Strang wird anschliessend durch das Klenow-Fragment synthetisiert,
wobei das Nukleotid-Analogon Digoxigenin-11-dUTP (DIG) in den neusynthetisierten Strang
eingebaut wird. Für die Markierungsreaktion wurde 1µg amplifizierter DNA, die als Sonde
dienen sollte, 10 min bei 100°C denaturiert und anschliessend sofort auf Eis abgekühlt. Die
übrigen für die DNA-Markierung notwendigen Komponenten wurden dann dazupipettiert.
Der Reaktionsansatz wurde für 12 h bei 37°C inkubiert.                                                                                                                                                       Material und Methoden
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DNA-Markierungsansatz
DNA, denaturiert 1 µg
10x Hexanukleotidmix 1 µl
10x dNTP-Mix 1 µl
Klenow-Fragment (1 U/µl) 1 µl
H2Odest.                           ad 12 µl
Die Markierungsreaktion wurde durch Zugabe von 1 µl EDTA (200 mM, pH 8) abgestoppt.
Die Sonde wurde bis zu ihrer Verwendung bei –20°C gelagert.
6.6.2  Übertragung von Nukleinsäuren auf Nylon-Membranen durch Vakuumblot
(Peferoen et al., 1982)
Zur Übertragung von DNA auf Membranen durch Unterdruck wurde ein modifiziertes
Verfahren des Southern-Blots angewendet (Southern, 1975). Anstelle von Kapillarkräften
wird  die  DNA  durch  den  Unterdruck  der  Vakuumblot-Apparatur  (Pharmacia  Biotech,
Uppsala, Schweden) aus Agarosegelen auf Nylon-Membranen überführt. Auf die befeuchtete
Saugunterlage der Apparatur wurde eine Lage Whatman-Papier (3MM-Whatman, Whatman,
Maldstone,  UK)  gelegt.  Darauf  wurde  eine  mit  20x  SSC  äquilibrierte  Nylonmembran
(GeneScreen Plus; Perkin Elmer, Zaventem, Belgien) gelegt und mit einer Plastikmaske
abgedeckt, die ca. 5 mm mit dem Membranrändern überlappte. Das Agarosegel wurde dann
luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Nach Befestigung des Deckels wurde in der Apparatur
ein Unterdruck erzeugt. Das Agarosegels wurde zunächst mit 0,25 N HCl überschichtet und
10 min bei 60 mbar Unterdruck inkubiert. Dieser Schritt dient der Depurinierung und
Fragmentierung der DNA und erhöht deren Transfereffizienz. Für die Hybridisierung muss
die  DNA  in  einzelsträngiger  From  vorliegen.  Hierzu  erfolgte  anschliessend  ein
Denaturierungschritt  (15  min,  60  mbar),  bei  dem  das  Agarosegel  mit  einer  Lösung
überschichtet wurde die 1,5 M NaCl und 0,5 M NaOH enthielt. Das Gel wird dann mit Tris-
Puffer (1,5 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, pH 7,5) neutralisiert (15 min, 60 mbar). Anschliessend
erfolgte der Transfer der DNA auf die Nylonmembran (30 min, 80 mbar). Das Agarosegel
wird dabei mit 20x SSC überschichtet. Die Nylonmembran wurde dann zwischen zwei Lagen
Whatman-Papier kurz getrocknet. Durch 3-minütige Bestrahlung mit UV-Licht (302 nm)
wurde die DNA dann auf der Membran fixiert.                                                                                                                                                       Material und Methoden
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20x SSC
Na-Citrat x H2O 0,3 M
NaCl 0,3 M
pH 7,0
6.6.3  Hybridisierung von Nukleinsäuren mit DIG-markierten DNA-Sonden
Die Hybridisierung von Sonden mit auf Nylonmembranen fixierter DNA erfolgte in
verschraubbaren Glasröhrchen (Biometra, Göttingen) in einem Hybridisierungsofen (OV 2;
Biometra, Göttingen). Die Membran wurde zunächst für 2 h mit 5 – 10 ml „DIG Easy Hyb“
bei 55°C vorinkubiert. Anschliessend erfolgte der Hybridisierungsschritt. Die Nylonmembran
wurde hierzu 12 h bei 50°C mit 5 ml der „DIG Easy Hyb“-Lösung inkubiert, der die DIG-
markierte Sonde (siehe 6.6.1) zugegeben worden war. Bei einer erstmaligen Verwendung der
Sonde wurde diese vor Zugabe zu der „DIG Easy Hyb-Lösung“ für 10 min bei 100°C
denaturiert. Nach dem Hybridisierungvorgang wurde die Sonde bei –20°C gelagert und
konnte bis zu dreimal wieder verwendet werden. Die Nylonmembran wurde abschliessend
zweimal für je 5 min bei Raumtemperatur mit 10 – 15 ml „Hyb I“ sowie zweimal 15 min bei
68°C mit 10 – 15 ml „Hyb II“ gewaschen.
„DIG Easy Hyb“ (Roche, Mannheim) Hyb I
Die Herstellung erfolgte gemäß der 20x SSC (siehe 6.6.2.) 100 ml
Anleitung des Herstellers SDS (10% [w/v]) 10 ml
H2Odest.                      ad 1000 ml
Hyb II
20x SSC 5 ml
SDS (10% [w/v]) 10 ml
H2Odest.           ad 1000 ml                                                                                                                                                       Material und Methoden
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6.6.4  Die Detektion DIG-markierter DNA-Fragmente
Die Detektion markierter DNA-Fragmente erfolgte durch den immunologischen Nachweis
des an die Sonde gebundenen DIG mit Hilfe eines spezifischen Antikörper-Konjugats (Roche,
Mannheim).
Die gewaschenen Membranen wurden zunächst für 5 min unter leichtem Schütteln in
Detektionspuffer 1 inkubiert. Zur Besetzung unspezifischer Bindungsstellen folgte eine 30-
minütige Inkubation in Detektionspuffer 2, dem 1% „blocking“-Reagenz (Roche, Mannheim)
zugegeben wurde. Anschliessend erfolgte die Zugabe des DIG-spezifischen Antikörper-
Konjugats (1 µl/10 ml Puffer) in frischem Detektionspuffer 2 (+ 1% „blocking“-Reagenz).
Nach  30  min  wurde  ungebundenes  Konjugat  durch  Waschen  (2x  15  min)  mit
Detektionspuffer 1 von der Membran entfernt. Die Membranen wurde nach 5-minütiger
Inkubation in Detektionspuffer 3 in Plastikfolie zusammen mit fünf bis sechs Tropfen des
Luminiszenz-Substrates  eingeschweisst  und  5  Minuten  inkubiert.  Nach  vollständiger
Entfernung des Substrates wurden die Membranen für 1 h einem Röntgenfilm (WICORex B+
Medical X-Ray Screen Film Blue Sensitive; Typon Imaging AG, Darmstadt) exponiert.
Detektionspuffer 1 Detektionspuffer 2 (5x)
TWEEN 20 3 ml Maleinsäure 58 g
Detektionspuffer 2      ad 1000 ml NaCl 43,5 g
NaOH 35 g
H2Odemin.                        ad 1000 ml
pH 7,5
Detektionspuffer 3 „blocking“-Reagenz (10%[w/v])
Tris 12,1 g „blocking“-Reagenz 10 g
NaCl 5,48 g Detektionspuffer 2 (5x) 20 ml
H2Odemin.                    ad 1000 ml H2Odemin.                        ad 100 ml
pH 9,5                                                                                                                                                       Material und Methoden
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7.  Biochemische und Proteinanalytische Methoden
7.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Bestimmung der Proteinkonzentration von zellfreien Rohextrakten, Cytoplasma- und
Membranfraktionen erfolgte durch eine nach LOWRY (1951) modifizierte Methode. Die
Fraktionen wurden in der Regel vor Bestimmung der Proteinkonzentration mit H2Odemin. 1:5
verdünnt. Aliquots von 5 – 20 µl der verdünnten Proben wurden mit H2Odemin. auf 100 µl
aufgefüllt, mit 1 ml der „aktivierten“ Lösung A versetzt und 10 min bei RT inkubiert.
Anschliessend wurden 500 µl der Lösung B zugegeben. Nach weiteren 30 min Inkubation bei
RT erfolgte die Bestimmung der Extinktion der Proben bei 750 nm. Die Eichgerade wurde
mit Rinderserumalbumin im Bereich von 0 - 50 µg Protein/100 µl Ansatz aufgenommen.
Lösung A Lösung A, „aktiviert“
Na2CO3 10 g Lösung A 1 Vol.
CuSO4 x 5 H2O 0,5  g SDS (5% [w/v]) 2 Vol.
Na-Tartrat 1 g NaOH (0,8 M) 1 Vol.
H2Odest.        ad 1000 ml
CuSO4 x 5 H2O und Na-Tartrat wurden in 500 ml H2Odemin. gelöst. Anschliessend wurde
Na2CO3 (in 500 ml H2Odemin. gelöst) unter langsamen Rühren beigegeben. Lösung A wurde




Die „aktivierte“ Lösung A und Lösung B wurden frisch vor ihrer Verwendung hergestellt.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellsuspensionen erfolgte nach der von
SCHMIDT  et  al.  (1963)  beschriebenen  Methode.  Aliquots  von  20  –  100  µl  einer
Zellsuspension wurden in 2-ml-Eppendorf Reaktionsgefässe überführt, mit H2Odemin. auf 1 ml
aufgefülllt und mit 125 µl der Lösung A versetzt. Die Ansätze wurden 10 min bei 100°C
gekocht und anschließend auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 500 µl Lösung B folgte ein
30-minütiger Inkubationsschritt bei 37°C. Die Zelltrümmer wurden anschließend durch
Zentrifugation   (10 min, 14.000 Upm; Micro 24-48, Hettich, Tuttlingen) entfernt. Die                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Bestimmung  der  Extinktion  der  Proben  erfolgte  bei  einer  Wellenlänge  von  546  nm
(Spectrophotometer 100-20, Hitachi) gegen einen Reagenzienleerwert. Die Eichkurve wurde
mit Rinderserumalbumin im Bereich von 0 - 1 mg Protein/ml Ansatz aufgenommen.
Lösung A Lösung B
NaOH 16 g K-Na-Tartrat 5 g
H2Odest.        ad 100  ml NaOH 4 g
CuSO4 x 5 H2O 1 g
KI 2,5 g
H2Odemin.                    ad 400 ml
7.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung von Proteinen durch denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese
erfolgte nach der von SCHÄGGER und VON JAGOW (1987) beschriebenen Methode. Die
Proteine wurden nach der Auftrennung mit Coomassie Brilliant Blue G250 (Weber und
Osborne, 1969) angefärbt.
7.3 2D-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Identifizierung Caffeat-induzierter Proteine wurden Zellextrakte von A. woodii mittels
2D-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. Die durchgeführten Arbeitsschritte erfolgten
in modifizierter Weise nach der von O´FARELL (1975) beschriebenen Methode. Zellen von
A.  woodii,  die  in  50  ml  Phosphat/Carbonat-gepuffertem  Medium  in  Gegenwart  oder
Abwesenheit von 10 mM Caffeat gewachsen waren, wurden in der spätexponentiellen
Wachstumsphase (OD600 = 1,6 – 1,8) durch Zentrifugation geerntet. Das Sediment wurde
einmal  mit  50  mM  Imidazol-Puffer  gewaschen  und  in  1  –  2  ml  desselben  Puffers
resuspendiert. Dieser Suspension wurde ein Aliquot entnommen, das eine Proteinmenge von
1 mg enthielt. Die Zellen wurden sedimentiert und in 0,5 ml Lysozym-Puffer (wie unter 4.
beschrieben; aerob, ohne DTE und Resazurin) resuspendiert, dem 20 mg Lysozym /ml Puffer
beigegeben  worden  war.  Nach  1,5  h  Inkubation  bei  37°C  und  einem  weiteren
Sedimentationsschritt wurden die Zellen in 100 µl Denaturierungspuffer lysiert (1 h, auf Eis).                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Verbleibende Zellbestandteile wurden dann abzentrifugiert (10 min, 14.000 Upm). Die im
Überstand gelösten Proteine wurden durch Zugabe von 300 µl eiskaltem Aceton bei –20°C
gefällt und anschliessend durch Zentrifugation sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen
und verbliebendes Aceton mittels Druckluft entfernt. Das getrocknete Proteinsediment wurde
in  120  µl  Denaturierungspuffer  gelöst.  Der  Überstand  des  nachfolgenden
Zentrifugationsschrittes  (10  min,  14.000  Upm)  wurde  für  die  2D-Gelelektrophorese
verwendet.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der ersten Dimension nach dem isoelektrischen
Punkt  durch  isoelektrische  Fokussierung  in  einer  Multiphor  II  Elektrophoreseeinheit
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) in Kombination mit einer EPS 3500
Hochspannungsquelle (Amersham Pharmacia Biotech). Vor dem Auftragen der Proben
wurden 180 mm lange „Immobiline Dry Strips“ (pH-Gradient: 4 – 7; Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Schweden) die zuvor 16 h in Rehydrierungslösung rehydriert worden
waren,  in  der  Elektrophoreseeinheit  bei  500  V  (  1mA  ,  5  W)  für  1  h  vorfokussiert.
Anschliessend wurden die Proteinproben an der kathodischen (sauren) Seite aufgetragen.
Nach einem Vorlauf von 1 h bei einer Spannung von 500 V (1 mA, 5 W) erfolgte die
eigentliche Fokussierung bei einer Spannung von 3500 V (1 mA, 5 W) für 14 - 16 h. Die
Elektrophoreseeinheit wurde im Verlauf der gesamten Fokussierung mittels eines Kryostaten
auf 16°C temperiert.
In der zweiten Dimension wurden die Proteine in 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen
(Schägger und von Jagow, 1987) ihrer Größe nach aufgetrennt. Dazu wurden die „Immobiline
Dry Strips“ zunächst je 15 min in 100 ml Äquilibrierungspuffer I und II unter leichtem
Schütteln inkubiert. Im Anschluß wurden die Streifen an beiden Ende um etwa 1 – 1,5 cm
gekürzt,  auf  das  Trenngel  aufgelegt  und  mit  0,8%iger  Agarose  überschichtet,  der  zur
Markierung der Lauffront eine Spatelspitze Bromphenolblau zugegeben wurde. Nachdem die
Proteine bei 60 V in das Gel eingelaufen waren, wurde die Elektrophorese für etwa 12 h bei
konstant 100 V fortgesetzt. Durch Färben der Gele mit Coomassie Brilliant Blue G250
wurden die aufgetrennten Proteine sichtbar gemacht.                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Denaturierungspuffer Rehydrierungslösung
Harnstoff 13,5 g Harnstoff 12 g
Triton X-100 130 ml Triton X-100 130 µl
Bio-Lyte 3/10 Ampholyt-Lsg.
(BIO-RAD, Hercules, CA, USA)
500 µl Bio-Lyte 3/10
Ampholyt-Lsg.
500 µl
DTT 250 mg DTT 50 mg
H2Odest.                                      ad 25 ml H2Odest.          ad 25 ml
Der Puffer wurde in Aliquots von
1 ml bei –20°C gelagert.
Äquilibrierungspuffer I Äquilibrierungspuffer II
     Tris-HCl 0,5M pH 6,8        20    ml  wie Äquilibrierungspuffer I,
     Harnstoff        72    g  statt DTT 5,5 g Iodacetamid
     Glyzerin (86%)        60    ml
     SDS          2    g
     DTT          1    g
     H2Odest.           ad   200    ml
7.4 Massenspektrometrie
Die durch 2D-Gelelektrophorese identifizierten Caffeat-induzierten Proteine wurden aus
den Polyacrylamidgelen ausgeschnitten und einer massenspektrometrischen Analyse durch
ESI-MS/MS unterzogen. Die Massenspektrometrie wurde freundlicherweise von B. Granvogl
(Botanisches Institut der LMU, München) durchgeführt.
7.5 Expression von malE-Fusionsgenen und Aufreinigung von MalE-
           Fusionsproteinen
Die Expression von malE-Fusionsgenen erfolgte in E. coli DH5α bei 37°C in 500 ml LB-
Medium, das mit 5 ml einer Vorkultur inokuliert wurde. Bei einer OD600 von 0,5 – 0,6 wurde
die Produktion der MalE-Fusionsproteine durch Zugabe von 0,3 mM IPTG induziert. Nach
3  h  wurden  die  Zellen  durch  Zentrifugation  geerntet  (15  min,  5.000  Upm),  in  10  ml                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Säulenpuffer  resuspendiert  und  in  der  „French  Pressure  Cell  Press“  bei  1.000  psiG
aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden anschliessend durch Zentrifugation (15 min, 5.000
Upm)  entfernt.  Der  Überstand  wurde  auf  eine  Amylosesäule  (Amersham  Biosciences,
Freiburg) aufgetragen, die zuvor mit 1 Säulenvolumen (SV) H2Odest., 3 SV 0,1% SDS, 3 SV
H2Odest. und 3 SV Säulenpuffer regeneriert worden war. Nach einem Waschschritt (8 SV
Säulenpuffer) wurden die MalE-Fusionsproteine mit 16 ml Säulenpuffer, der Maltose in einer
Endkonzentration von 10 mM enthielt, von der Säulenmatrix eluiert. Die Fraktionsgrösse







7.6  Isolierung  von  Ferredoxin  aus  Clostridium  pasteurianum  und
Clostridium  tetanomorphum
Zur  Isolierung  von  Ferredoxin  wurde  C. pasteurianum  wie  unter  3.3  beschrieben
angezogen. Die Zellen wurden nach Erreichen der spätexponentiellen Wachstumsphase mit
Hilfe einer Durchlaufzentrifuge geerntet (14.000 Upm; Contifuge Strato, Heraeus, Osterode).
50 g Zellen (Nassgewicht) wurden in 100 ml H2Odest. resuspendiert, mit 500 mg Lysozym und
einer Spatelspitze DNAse I versehen und 1,5 h bei 37°C unter leichtem Schütteln inkubiert.
Anschliessend erfolgte der Aufschluss der Zellen in der „French Pressure Cell Press“ (800
psiG; SLM Amico; SLM Instruments, Rochester, NY, USA). Zelltrümmer wurden durch
Zentrifugation entfernt (45 min, 15.000 Upm, 4°C). Der pH-Wert des erhaltenen zellfreien
Extraktes wurde mit 1 M Tris auf 6,5 eingestellt. Anschliessend wurde unter kontinuierlichem
Rühren 1,2 ml eiskaltes Azeton/g zellfreiem Extrakt zugegeben. Die Endkonzentration betrug
55% Azeton [v/v].  Die gefällten Proteine wurden durch Zentrifugation sedimentiert (15 min,
15.000 Upm) und der Ferredoxin-haltige Überstand wurde in einen JA-10-Zentrifugenbecher
überführt. Zur Fällung des Ferredoxins wurde unter kontinuierlichem Rühren Polyethylenimin
(10% [w/w], pH 6,5) zugegeben (50 µl/g Azetonüberstand; Endkonzentration: 0,5% Polymin                                                                                                                                                       Material und Methoden
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[v/w]).  Nach  einem  weiteren  Zentrifugationsschritt  (20  min,  15.000  Upm)  wurde  das
erhaltene  braune  Sediment  unter  kräftigem  Rühren  in  10  ml  60%  Ammoniumsulfat
resuspendiert. Ungelöste Anteile wurden durch Zentrifugation entfernt (10 min, 30.000 Upm).
Der erhaltene bräunliche, klare Überstand wurde anschliessend auf eine 7-ml-DEAE-Säule
aufgetragen. Die Säule wurde mit 45 ml gewaschen. Das an die DEAE-Zellulose gebundene
Ferredoxin  wurde  mittels  eines  Ammoniumsulfat-Gradienten  (0  –  90%)  eluiert.  Die
Fraktionsgrösse betrug 5 ml. Die Reinheit der Ferredoxin-Lösung wurde photometrisch
überprüft,  wobei  der  Quotient  390  nm/280  nm  zwischen  0,76  und  0,79  liegen  sollte
(Schönheit et al., 1978).
Das  in  den  unter  4.1.5  beschriebenen  Versuchen  verwendete  Ferredoxin  von
C. tetanomorphum wurde von Elamparithi Jayamani (Universität Marburg) aufgereinigt und
freundlicherweise zur Verfügung gestellt.
8.  Immunologische Methoden
8.1 Herstellung polyklonaler Antiseren
Die Herstellung polyklonaler Antiseren erfolgte durch DaBio Biotechnologie, Regensburg.
Dazu wurden einem Kaninchen 0,5 – 1 mg eines über eine Amylosesäule aufgereinigten
MalE-Fusionsproteins (siehe 7.5) injiziert. Das Antiserum wurde nach 10 bis 12 Wochen
quantitativ entnommen und in entsprechenden Mengen für Western-Blot Analysen eingesetzt.
8.2 Western-Blot
Zur immunologischen Analyse von Proteinen wurden diese zunächst mittels SDS-PAGE
aufgetrennt.  Als  Grössenstandard  diente  dabei  die  „Prestained  Protein  Ladder“  (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot). Der Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen (Protran
Nitrocellulose  Transfer  Membrane;  Schleicher  und  Schuell,  Dassel)  erfolgte  in  einer
„Semidry Electroblotting Kammer“ (Biometra, Göttigen) nach folgendem Aufbau (beginnend
bei  der  Anode):  6  Lagen  Whatman-Papier,  äquilibriert  in  Anoden-Puffer  I;  3  Lagen
Whatman-Papier, äquilibriert in Anoden-Puffer II; Nitrocellulose-Membran, äquilibriert in                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Anoden-Puffer  II;  SDS-Polyacrylamidgel,  äquilibriert  in  Kathoden-Puffer;  6  Lagen
Whatman-Papier, äquilibriert in Kathoden-Puffer.
Der Protein-Transfer erfolgte bei einer Stromstärke von 1 mA/cm
2 Polyacrylamidgel für 1 h.
Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Nitrocellulose-Membranen
anschliessend für 12 h in PBST mit 2% BSA unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach
dreimaligem  Waschen  der  Membranen  mit  PBST  wurden  1  –  5  µl  des  polyklonalen
Antiserums zugegeben. Nach einer Inkubation von 3 h wurden die Nitrocellulose-Membranen
erneut dreimal für 10 min mit PBST gewaschen und anschliessend für 1 h mit einem Protein
A-Meerrettichperoxidase-Konjugat  (4µl/20  ml  PBST)  inkubiert.  Nach  drei  weiteren
Waschschritten (je 10 min in PBST) erfolgte der Nachweis der immunologischen Reaktion
mit Hilfe des Lumi-Lightplus Western Blotting Substrate-Kits (Roche, Mannheim) gemäß der
Anleitung des Herstellers. Bei der Verwendung von Detektionslösungen eigener Herstellung
wurden die Nitrocellulose-Membranen (9 cm x 7 cm) zwei Minuten in 4 ml Lösung A, 400 µl
Lösung B und 1,5 µl H2O2 (35%) inkubiert. Die Dokumentation der Chemiluminiszenz





NaCl 163,63 g Tris 18,17 g
KCl 14,9 g MeOH 100 ml
Na2HPO4 18,2 g H2Odemin.    ad 500 ml
KH2PO4 5,44 g
TWEEN 20 1 %
Anodenpuffer II . Kathodenpuffer .
Tris 1,51 g Tris 1,51 g
MeOH 100 ml 6-Aminohexansäure 2,6 g
H2Odemin.       ad 500 ml H2Odemin.            ad 500 ml
pH 9,4                                                                                                                                                       Material und Methoden
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Detektionslösungen
Lösung A: 200 ml 0,1 M Tris-HCl, pH 8,6
50 mg 5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazinedion
Die Lösung wurde bei 4°C gelagert
Lösung B: 11 mg p-Hydroxycoumarsäure
in 10 ml DMSO
Die Lösung wurde bei Raumtemperatur lichtgeschützt gelagert.
9.  Chemikalien und Gase
Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck,
Fluka,  Sigma-Aldrich,  Roth,  Roche  oder  Boehringer  Mannheim  bezogen.  Gase  und
Gasgemische wurden von Air Liquide, Frankfurt/Griesheim bezogen.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Experimente und Ergebnisse
1.  Untersuchungen zur H2-abhängigen Caffeatreduktion in zellfreien Systemen
Die Nutzung alternativer terminaler Elektronenakzeptoren stellt für acetogene Bakterien
eine zusätzliche Möglichkeit dar, Energie zu konservieren. In Analogie zur autotrophen CO2-
Reduktion  im  Wood-Ljungdahl-Weg  wird  bei  der  H2-abhängigen Caffeatreduktion in
A. woodii Energie nach einem chemiosmotischen Mechanismus konserviert (Imkamp und
Müller, 2002). Na
+ fungiert dabei als Kopplungsion. Im Zuge des Elektronentransfers vom
Donor H2 zum terminalen Akzeptor Caffeat wird ein primärer transmembraner Gradient
generiert, der die Anwesenheit eines oder mehrerer membranständiger, Na
+-translozierender
Enzyme erfordert. Detaillierte Kenntnisse über die Mechanismen und Komponenten des
Elektronentransports von H2 zu Caffeat oder über Enzyme, die dabei die Generierung des
Na
+-Gradienten bewerkstelligen, lagen bisher allerdings nicht vor. Im Vordergrund der
nachfolgenden  Versuche  stand  die  Charakterisierung  der  Reaktionssequenz
H2 + Caffeat → Hydrocaffeat. Dazu wurden die enzymatischen Aktivitäten mit potentieller
Relevanz für H2-abhängige Caffeatreduktion charakterisiert und ihre zelluläre Lokalisierung
untersucht. Dadurch sollten Hinweise auf Reaktionsschritte erhalten werden, die mit der
Translokation von Na
+ einhergehen könnten. Die Versuche wurden mit zellfreien Extrakten
und daraus hergestellten Präparationen der Cytoplasma- und Membranfraktion von A. woodii
durchgeführt.
1.1 H2-abhängige Caffeatreduktion in zellfreiem Rohextrakt
Zunächst wurde das Verfahren zur Herstellung zellfreier Rohextrakte von A. woodii unter
strikt anaeroben Bedingungen etabliert. Da die Hydrogenase konstitutiv produziert wird, war
für die Herstellung der Extrakte eine Anzucht unter chemolithoautrophen Bedingungen nicht
notwendig. Aus gewaschenen, Fruktose-gezogenen Zellen von A.  woodii wurden durch
Behandlung mit Lysozym zunächst Protoplasten hergestellt, die durch 420 mM Saccharose im
Aufschluß-Puffer  osmotisch  stabilisiert  wurden  (Heise,  1992).  Der  anschliessende
Zellaufschluß mittels der „French Press“ erfolgte bei niedrigem Druck (650 PsiG). Dadurch
sollte ein Abscheren membranständiger Komponenten verhindert werden. Zur Entfernung von
Zelltrümmern folgten zwei niedertourige Zentrifugationsschritte. Der erhaltene Überstand                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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wurde als Rohextrakt bezeichnet. Aliquots des Rohextraktes wurden anschliessend auf die
Fähigkeit untersucht, Caffeat mit H2 als Elektronendonor zu reduzieren. Da in Versuchen mit
Suspensionen  ruhender  Zellen  die  strikte  Na
+-Abhängigkeit  der  H2-abhängigen
Caffeatreduktion gezeigt worden war (Imkamp und Müller, 2002), wurden die Ansätze
standardmäßig mit 10 mM NaCl supplementiert. Caffeat wurde in einer Endkonzentration von
10 mM zugegeben.
Wie in Abb. 5 dargestellt, war der so hergestellte Rohextrakt nicht in der Lage, Caffeat zu
reduzieren. In Gegenwart von H2 als Elektronendonor war die spezifische Reduktion mit 1,1
nmol/min x mg Protein nur geringfügig höher als im Kontroll-Ansatz, der ohne Elektronendor
unter einer N2-Atmosphäre inkubiert worden war (0.96 nmol Caffeat/min x mg Protein). Um
toxische Effekte durch das Phenylacrylat auszuschliessen, wurde der Versuch mit geringeren
Caffeatkonzentrationen wiederholt. Auch dabei konnte keine Erhöhung der Reduktionsraten
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Abb.  5.   Untersuchung der H2-abhängigen Caffeatreduktion in zellfreiem Rohextrakt von A. woodii.
Aliquots (500 µl) zellfreien Rohextrakts (26,3 mg Protein/ml) wurden in einem Schüttelwasserbad bei 30°C 10
min in Gegenwart von 10 mM NaCl unter einer H2-(■) oder einer N2-Atmosphäre () inkubiert. Zum Zeitpunkt
t = 0 min erfolgte die Zugabe von 10 mM Caffeat. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben von 25 µl
entnommen und die Caffeatkonzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 312 nm bestimmt.
In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele für eine Stimulierung enzymatischer
Reaktionen in zellfreien Systemen durch ATP, die in vivo kein ATP benötigen. So ist in
zellfreien Extrakten von Sporomusa  ovata die Bildung von Methyl-Tetrahydrofolat aus
Methanol oder methoxylierten, aromatischen Verbindungen abhängig von   katalytischen                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Mengen  ATP  (Stupperich  und  Konle,  1993).  In  Rohextrakten  von  Methanobacterium
thermoautotrophicum und Methanosarcina  barkeri wird der Methylgruppentransfer von
Methyl-Tetrahydromethanopterin auf Coenzym M durch ATP aktiviert (Kengen et al., 1988;
van  de  Wijngaard et al., 1991). Daher sollte der Effekt von ATP auf die H2-abhängige
Caffeatreduktion in Rohextrakten von A. woodii untersucht werden.
Wie in Abb. 6 A zu sehen, stimuliert ATP die H2-abhängige Caffeatreduktion. Eine
Sättigung wurde bei 1 mM ATP erreicht. Unter diesen Bedingungen betrug die spezifische
Reduktionsrate 8,7 nmol Caffeat/min x mg Protein. Dies entspricht rund 20% der für
Suspensionen ruhender Zellen beschriebenen Rate (Imkamp und Müller, 2002). In allen
nachfolgenden Versuchen wurde ATP daher stets im Überschuß (2 – 4 mM) zugegeben. Zum
Teil konnten höhere Reduktionsraten beobachtet werden. Dies korrelierte allerdings nicht mit
dem Überschuß an ATP, sondern unterlag präparatorisch bedingten Schwankungen. Die
Zugabe von Ti-(III)-Citrat, einem starken Reduktionsmittel, anstelle von ATP führte zu keiner
Stimulierung der H2-abhängigen Caffeatreduktion im zellfreien Rohextrakt (Daten nicht




Abb. 6.  A. Stimulierung der H2-abhängigen Caffeatreduktion durch ATP in zellfreien Rohextrakten von
A. woodii. Aliquots (500 µl) einer Präparation zellfreien Rohextraktes (21,2 mg Protein/ml) wurden unter einer
H2-Atmosphäre bei 30°C in einem Schüttelwasserbad inkubiert. Die Ansätze wurde mit 10 mM NaCl und
ansteigenden Konzentrationen ATP supplementiert. Die Zugabe von 10 mM Caffeat erfolgte zum Zeitpunkt t = 0
min. Die Caffeatkonzentration der entnommenen Proben wurden photometrisch bei einer Wellenlänge von 312
nm bestimmt. B. ATP-Abhängigkeit der H2-abhängigen Caffeatreduktion im Rohextrakt. Aufgetragen sind
die spezifischen Aktivitäten der Ansätze aus Abb. 6 A gegen die ATP-Konzentration.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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1.2 Die zelluläre Lokalisation der H2-abhängigen Caffeatreduktion
Im Folgenden wurde zellfreier Rohextrakt von A. woodii durch Ultrazentrifugation in
Cytoplasma und Membranen getrennt, und die Fähigkeit der Fraktionen Caffeat mit H2 als
Elektronendonor zu reduzieren, wurde untersucht.
Die spezifische Aktivität der H2-abhängigen Caffeatreduktion betrug im zellfreien Rohextrakt
18,7 nmol/min x mg Protein (Abb. 7). Überraschend war die Beobachtung, dass die Aktivität
der  cytoplasmatischen  Fraktion  nur  rund  27%  geringer  war  als  die  des  Rohextraktes
(11,8 nmol/min x mg Protein). Die Supplementierung des Cytoplasmas mit verschiedenen
Mengen der Membranfraktion führte zu keiner weiteren Stimulierung der Caffeatreduktion
(Daten nicht gezeigt). Die Membranfraktion war dagegen nicht in der Lage eine H2-abhängige
Caffeatreduktion zu vermitteln.
Abb.  7.   Die  H2-abhängige  Caffeatreduktion  erfolgt  in  Abwesenheit  von  Membranen.  Zellfreier
Rohextrakt (32,5 mg Protein/ml) wurde durch Ultrazentrifugation in   Cytoplasma (25,9 mg Protein/ml) und
Membranen (20,25 mg Protein/ml) getrennt. Ein Aliquot von 500 µl einer jeden Fraktion wurde in einem
Schüttelwasserbad  bei  30°C  in  Gegenwart  von  10  mM  NaCl  und  2  mM  ATP  für  10  min  unter  einer
H2-Atmosphäre inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe   von Caffeat in einer Endkonzentration von 10 mM
(Zeitpunkt t = 0 min). Die Caffeatkonzentration der entnommenen Proben wurde photometrisch bestimmt. (),
zellfreier Rohextrakt; (■), Cytoplasmafraktion; (▼), Membranfraktion.
Dieser Befund war überraschend, da die Gesamtreaktion in ganzen Zellen mit der Na
+-
Translokation  über  die  Cytoplasmamembran  einhergeht,  also  mindestens  ein
membranständiger Reaktionsschritt erforderlich ist. Für die ausschließliche Lokalisierung der
Aktivität in der cytoplasmatischen Fraktion können zwei mögliche Erklärungen herangezogen
werden. Im Cytoplasma kann unter in vitro-Bedingungen die Caffeatreduktion durch Enzyme                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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katalysiert werden, die in vivo keine Rolle spielen. Eine Stimulierung der Aktivität durch
Membranen wäre dann allerdings dennoch zu erwarten. Andererseits könnten trotz des
schonenden Zellaufschlusses Komponenten von der Membran abgeschert worden sein, die
dann im Cytoplasma zusammen mit löslichen Enzymen eine H2-abhängige Caffeatreduktion
ermöglichen.
Ein großes Problem bei den Untersuchung im zellfreien System stellte generell die
Reproduzierbarkeit sowohl der H2-abhängigen Caffeatreduktion in Rohextrakten, als auch der
Cytoplasmafraktionen dar. In Wachstumsversuchen mit Acinetobacter sp. ADP1 zeigten
PARKE und ORNSTON (2004), dass Caffeat-Derivate, die durch Oxidation der Verbindung
entstehen, offenbar toxisch sind. Minimalmedium, dass Caffeat enthielt, wurde für 48 h bei
37°C ohne Zellen vorinkubert. Dabei wurde das Phenylacrylat durch Oxidation in eine
braungefärbte Verbindung überführt („oxidative browning“). Wurde Acinetobacter sp. ADP1
in Medium inkubiert, das umgewandeltes Caffeat enthielt, nahm die Zahl lebensfähiger Zellen
innerhalb kürzester Zeit ab. Die Umwandlung von Caffeat durch „oxidative browning“ kann
bei Anzuchten von A. woodii ausgeschlossen werden, da diese im Gegensatz zu Acinetobacter
anaerob erfolgen. Möglicherweise entstanden toxische Caffeat-Derivate bei der Herstellung
der  Stammlösungen,  aus  denen  die  Kulturen  zur  Induktion  der  Reduktionsaktivität
supplementiert wurden. Die freie Säure Caffeat ist in Wasser nur schlecht löslich. Um eine
100 mM, wässrige Caffeat-Stammlösungen herzustellen, mussten große Mengen KOH
zugegeben werden, damit die Chemikalie bei einem pH von etwa 7,3  vollständig in Lösung
ging. Denkbar wäre daher, dass das Caffeat durch die Zugabe des KOH in toxische Derivate
überführt wird, welche die Induktion von Komponenten, die zur Caffeatreduktion benötigt
werden, inhibiert. Dagegen spricht allerdings, dass die Verwendung von in DMSO gelöstem
Caffeat zu keiner Verbesserung der Reproduzierbarkeit führte. Caffeat ist in DMSO sehr gut
löslich und eine Titration des pH-Wertes mit KOH war demnach nicht notwendig. Ein
inhibitorischer Effekt des DMSO konnte ausgeschlossen werden.
1.3 Alternative Elektronendonatoren für die Caffeatreduktion im zellfreien System
In  den  vorangegangenen  Versuchen  wurde  die  Gesamtreaktion
H2  +  Caffeat  → Hydrocaffeat untersucht. Nun sollten die an dieser Reaktionssequenz
beteiligten  enzymatischen  Reaktionen  unabhängig  voneinander  untersucht  werden.  Im
Vordergrund  stand  dabei  zunächst  die  Caffeat-reduzierende  Aktivität,  die  durch  eine                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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unbekannte  terminale  Reduktase  vermittelt  wird.  Um  eine  Charakterisierung  der
hypothetischen Caffeat-Reduktase per se vornehmen zu können, wird ein Donor benötigt, der
Elektronen direkt auf das Enzym überträgt.
TMPD, 1,5-Diphenylcarbazid, Methylviologen, das mit Ti-(III)-Citrat vorreduziert worden
war  und  Phenylendiamin  wurden  auf  ihre  Fähigkeit  untersucht,  als  artifizielle
Elektronendonatoren für Caffeatreduktion zu fungieren. Aliquots von zellfreiem Rohextrakt,
der Cytoplasma- oder Membranfraktion wurden unter einer N2-Atmosphäre inkubiert und mit
einem der artifiziellen Mediatoren, sowie Caffeat in einer Endkonzentration von jeweils 10
mM supplementiert.
Von den eingesetzten artifiziellen Elektronendonoren war nur p-Phenylendiamin in der
Lage,  Caffeat  zu  reduzieren.  In  zellfreiem  Rohextrakt  wurde  eine  Aktivität  von
8,2 nmol /min x mg Protein und in der cytoplasmatischen Fraktion eine von 9,4 nmol/min x
mg  Protein  bestimmt  (Abb.  8).  Auch  hier  konnte,  wie  schon  zuvor  mit  H2  als
Elektronendonor, keine Aktivität in der Membranfraktion beobachtet werden. Eine rein
chemische Reduktion des Caffeats durch p-Phenylendiamin konnte durch Kontroll-Ansätze,
die nur Versuchs-Puffer enthielten, ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).
Abb. 8.   Phenylendiamin-abhängige Caffeatreduktion im Rohextrakt und Cytoplasma von A. woodii. Je
500  µl  zellfreier  Rohextrakt  (▲;  33,2  mg  Protein/ml),  Cytoplasma-  (▼;  21,3  mg  Protein/ml)  oder
Membranfraktion  (■;  32,8  mg  Protein/ml)  wurden  unter  einer  N2-Atmosphäre  bei  30°C  in  einem
Schüttelwasserbad in Gegenwart von 10 mM NaCl, 2 mM ATP und 10 mM Phenylendiamin 10 min inkubiert.
Die  Ansätze  wurden  dann  mit  Caffeat  in  einer  Endkonzentration  von  10  mM  supplementiert.  Die
Caffeatkonzentration der zu den angegebenen Zeitpunkten entnommenen Proben wurde photometrisch bestimmt.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Neben artifiziellen Mediatoren wurde NADH als physiologischer Elektronendonor für die
Caffeatreduktion überprüft. Dazu wurden Aliquots von zellfreiem Rohextrakt, Cytoplasma-
oder  Membranfraktion  unter  einer  N2-Atmosphäre  in  Gegenwart  von  10  mM  Caffeat
inkubiert. Die Zugabe von NADH (10 mM) zu zellfreiem Rohextrakt führte zu einer raschen
Abnahme der Caffeatkonzentration (Abb. 9). Die spezifische Aktivität betrug im dargestellten
Fall 23,75 nmol/min x mg Protein. Wie in den vorherigen Untersuchungen konnte keine
Aktivität in der Membranfraktion beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die NADH-
abhängige Caffeatreduktion war ausschließlich cytoplasmatisch lokalisiert, die spezifische
Aktivität betrug 38,8 nmol/min x mg Protein.
Abb.  9.   NADH-abhängige  Caffeatreduktion  im  Rohextrakt  und  Cytoplasma  von  A. woodii. 500 µl
Rohextrakt (; 39 mg Protein/ml) oder Cytoplasma (; 37,2 mg Protein/ml) wurden in Gegenwart von 2 mM
ATP und 10 mM NaCl mit Caffeat in einer Endkonzentration von 10 mM supplementiert und bei 30°C inkubiert.
Zum Zeitpunkt t = 10 min erfolgte die Zugabe von 10 mM NADH (Pfeil). Die Caffeatkonzentration der zu den
angegebenen Zeitpunkten entnommenen Proben wurde photometrisch bestimmt.
Die  NADH-abhängige  Caffeatreduktion  war  wie  die  Caffeatreduktion  mit  H2  als
Elektronendonor strikt abhängig von der Gegenwart von ATP (Abb. 10).                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb.  10.   Die NADH-abhängige Caffeatreduktion in zellfreiem Rohextrakt ist ATP-abhängig. 500 µl
zellfreier Rohextrakt (39 mg Protein/ml) wurden in Gegenwart von 2 mM ATP (+ATP) oder ohne ATP (-ATP)
und 10 mM NaCl mit Caffeat in einer Endkonzentration von 10 mM supplementiert und bei 30°C inkubiert. Zum
Zeitpunkt t = 10 min erfolgte die Zugabe von 10 mM NADH (Pfeil). Die Caffeatkonzentration der zu den
angegebenen Zeitpunkten entnommenen Proben wurde photometrisch bestimmt.
Durch die beschriebenen Experimente konnte gezeigt werden, dass die Caffeatreduktion
mit H2 als Elektronendonor offensichtlich durch cytoplasmatische Enzyme katalysiert wird.
Als Elektronendonatoren wurden NADH + H
+ und Phenylendiamine identifiziert. Gerade
letzteres würde sich für einen Aktivitätsassay im Verlauf einer Aufreinigung des Caffeat-
reduzierenden Enzyms anbieten. Membranen stimulierten die H2-abhängige Caffeatreduktion
offenbar nicht.
Im  Folgenden  sollten  Proteine,  die  an  der  Caffeatreduktion  beteiligt  sind,  durch
vergleichende Analyse des Proteoms von A. woodii identifiziert werden.
2.  Identifizierung und Charakterisierung von EtfA und EtfB
Aus Caffeat-induzierten und nicht-induzierten Zellen wurde das Gesamtprotein isoliert und
mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Polyacrylamidgele der zweiten Dimension
wurden einer Färbung mit Coomassie Brilliant Blue G250 unterzogen und anschliessend
verglichen. In 8 unabhängig voneinander durchgeführten Analysen waren die Proteine 1 und
2 nur in Zellen zu finden, die in Gegenwart von Caffeat gewachsen waren (Abb.11). Andere                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Proteine, wie z. B. Protein 3 wurden in Gegenwart von Caffeat verstärkt produziert oder ihre
Konzentration nahm ab (Protein 4). Dies konnte allerdings nicht in allen Fällen beobachtet
werden.
Abb.  11.   Identifikation Caffeat-induzierter Proteine durch 2D-Gelelektrophorese. 50-ml-Kulturen von
A. woodii wurden mit 20 mM Fruktose in Gegenwart oder Abwesenheit von Caffeat (10 mM) angezogen. Das
Gesamtprotein der Zellen wurde isoliert und mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dargestellt ist ein
Ausschnitt der Coomassie-gefärbten SDS-Polyacrylamidgele der zweiten Dimension.
Zur  weiteren  Charakterisierung  wurden  die  induzierten  Proteine  1  und  2  aus  dem
Polyacrylamidgel ausgeschnitten und massenspektrometrisch durch ESI-MS/MS analysiert.
Die dadurch erhaltenen zwischen 9 und 17 Aminosäuren langen Peptidsequenzen wurden mit
Proteinen in der NCBI-Datenbank verglichen. In Abb. 12 sind jeweils eine repräsentative
Peptidsequenz der induzierten Proteine 1 und 2 sowie je 11 Teilsequenzen von Proteinen mit
den höchsten Übereinstimmungen dargestellt. Der Vergleich zeigte, dass es sich bei den
induzierten  Proteinen  um  die  Untereinheiten  α   (Protein  1)  und β  (Protein  2)  eines
Elektronentransfer-Flavoproteins  (ETFP)  handeln  könnte.  ETFP  spielen  bei  Pro-  und
Eukaryonten im Rahmen von verschiedenen Oxidations- und Reduktionsreaktionen eine
wichtige Rolle als Elektronenüberträger (Tsai und Saier Jr., 1995; Hetzel et al., 2003). Die
Caffeat-induzierten Proteine aus A. woodii wurden im Folgenden mit EtfA ( Protein 1) und
EtfB (Protein 2) bezeichnet.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb. 12.   Identifikation der Caffeat-induzierten Protein 1 und 2 aus A. woodii. Dargestellt ist jeweils eine
repräsentative Peptidsequenz der induzierten Proteine 1 und 2. Als Referenzen sind je 11 Teilsequenzen von
Proteinen mit den höchsten Übereinstimmungen gezeigt. Die Zahlen links und rechts der Sequenzen geben die
Position  der  Aminosäuren  im  Protein  an.  EtfA,  Elektronentransfer-Flavoprotein,  Untereinheit  α;  EtfB,
Elektronentransfer-Flavoprotein,  Untereinheit  β.  A.w.,  Acetobacterium  woodii;  A.m.,  Alkaliphilus
metalliredigenes; B.f., Butyrovibrio fibrisolvens; C.a. Clostridium acetobutylicum; C.b. Clostridium beijerinckii;
C.s. Clostridium saccharobutylicum; C.t., Clostridium tetani; G.m., Geobacter metallireducens; G.s., Geobacter
sulfurreducens; M.e., Megasphaera elsdenii; P.g., Porphyromonas gingivalis; S.a., Sulfolobus acidocaldarius;
S.f.,  Syntrophobacter  fumaroxidans;  S.s.,  Sulfolobus  sulfataricus;  S.t.,  Sulfolobus  tokadii;  T.t.,
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum; T.te., Thermoanaerobacter tengcongensis.
2.1  Klonierung von etfA und etfB
Um weitere Informationenen über EtfA und EtfB zu erhalten, sollten die dafür kodierenden
Gene mittels PCR amplifiziert werden. Um möglichst große Fragmente zu erhalten, wurden
alle  aus  der  ESI-MS/MS-Analyse  erhaltenen  Peptidsequenzen  bekannten  Sequenzen
zugeordnet  und  entsprechende  degenerierte  Oligonukleotide  abgeleitet.  In  Abb.  13  ist                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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exemplarisch ein Vergleich von EtfA und EtfB aus A. woodii mit den jeweiligen Proteinen aus
C. tetani und B. fibrisolvens dargestellt.
EtfA C. tetani
   EtfA_forward →
           GVWVFAEQR   LFPVVFELLGEGKK




                       ← EtfA_reverse
                               DKNAPLFEVADYGLVGDLYKVLPALLEELDKLGK
273  YIAVGISGAIQHLAGMQDSDYIIAINKDEAAPIMQIADLGLVGDYNKIVPELIAKLKEEKE
EtfB B. fibrisolvens
1   MNIVVCIKQVPDTKGGVKFNPDGTLDRAAMLAIMNPDDKAGLEAALRIKDATGAKVTVVTMGLPKADD
           EtfB_Forward →
         LAMGADEAYLISDR  GGADTWATSATIAAGLK              PGDTAQVGSQIAQRLQ
69  MLREALAMGADEAVLITDRRLGGADTWATSSTIAAGLRNLDYDLIITGRQAIDGDTAQVGPQIAEHLG
                      ← EtfB_reverse
     MPVVTYVEDIK
137 LPVISYAEDIKVEGDSVIVQRQYEDRYHEIKAKMPCLITALSELNEPRYMTPGGVFDAFDKEVTVWGR
205 DDLKDLDDANIGLAGSPTKIAKASDKVRKGAGEKVALDPQESVNYIVSKLKEKHVI
Abb. 13.  Vergleich der Peptidsequenzen von EtfA und EtfB aus A. woodii mit EtfA aus C. tetani und EtfB
aus B. fibrisolvens. Die aus den ESI-MS/MS-Analysen erhaltenen Peptidsequenzen für EtfA und EtfB aus
A.  woodii (grau unterlegt) sind exemplarisch den Primärsequenzen von EtfA aus C.  tetani und EtfB aus
B.  fibrisolvens zugeordnet. Zu A.  woodii identische Reste sind gelb unterlegt. Die für die Ableitung der
degenerierten Primer EtfA_forward/EtfA_reverse und EtfB_forward/EtfB_reverse herangezogenen Sequenzen
sind durch Fettdruck hervorgehoben.
Auf Grund dieses Vergleiches wurde für etfA ein PCR-Produkt von etwa 930 Bp, für ein etfB-
Produkt von etwa 210 Bp erwartet.
Um eine möglichst hohe Amplifikationseffizienz zu erreichen, wurde zur Ermittlung der
optimalen  Anlagerungstemperatur  zunächst  eine  Gradienten-PCR  durchgeführt.  Die                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Anlagerungstemperaturen, die die höchsten Produkt-Ausbeuten ergaben (etfA: 55°C; etfB:
51°C), wurden für eine erneute Amplifikation der Genfragmente herangezogen (Abb. 14)
Abb. 14.   Amplifikation der Genfragmente etfA und etfB aus A. woodii. Fragmente der für EtfA und EtfB
kodierenden Gene wurden mit Hilfe degenerierter Oligonukleotide amplifiziert. Als Matrize für die PCR diente
chromosomale  DNA  von  A.  woodii.  Aliquots  der  PCR-Ansätze  wurden  in  einem  0,8%igen  Agarosegel
aufgetrennt.
Die Größe der amplifizierten Genfragmente betrug 924 Bp für etfA und 213 Bp für etfB.
Die Genfragmente wurden anschliessend in den Vektor pCR 2.1-TOPO kloniert, und die so
erhaltenen Plasmide wurden mit TOPO-etfA und TOPO-etfB bezeichnet.
2.2 Untersuchung der genetischen Organisation von etfA und etfB
Die für die Untereinheiten von Elektronentransfer-Flavoproteinen kodierenden Gene liegen
in der Regel auf dem Chromosom assoziiert vor und werden als eine polycistronische RNA
transkribiert. Dabei ist etfB zumeist stromaufwärts von etfA zu finden (Bedzyk et al., 1993;
Chen  und  Swenson,  1994;  Boynton et al.,  1996;  O'Neill et al.,  1998). Die genetische
Organisation von etfB und etfA in A. woodii wurde im Folgenden mittels Southern-Blot
untersucht. Dazu wurde chromosomale DNA von A. woodii isoliert, mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten und in einem Agarosegel aufgetrennt. Die DNA wurde
anschliessend  auf  eine  Nylon-Membran  geblottet  und  mit  spezifischen,  Digoxygenin-
markierten Sonden gegen etfA oder etfB hybridisiert.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Wie in Abb. 15 zu sehen, hybridisieren die gegen etfA und etfB generierten Sonden mit
Fragmenten restringierter, chromosomaler DNA identischer Größe. Dies läßt auf eine enge
räumliche Nähe der beiden Gene auf dem Chromosom schließen.
Abb. 15.   Nachweis der Kolokalisierung von etfA und etfB durch Southern-Blot. Chromosomale DNA aus
A. woodii wurde mit den oben angegebenen Restriktionsenzymen geschnitten und in einem 0,8%igen Agarosegel
aufgetrennt. Die DNA wurde anschliessend auf eine Nylon-Membran geblottet und mit Digoxygenin-markierten
Sonden gegen etfA oder etfB hybridisiert. Die Visualisierung hybridisierter DNA erfolgte wie unter Material und
Methoden beschrieben. Die erhaltenen Hybridisierungssignale sind mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet.
Die Lage von etfA und etfB zueinander konnte mittels PCR bestimmt werden. Mit den
degenerierten Oligonukleotiden EtfB_forward und EtfA_reverse konnte ein 1713 Bp großes
Fragment amplifiziert werden (Abb. 16). Die Durchführung der PCR mit der Oligonukleotid-
Kombination EtfA_forward/EtfB_reverse führte dagegen zu keinem Produkt (Daten nicht
gezeigt). Das erhaltene Amplifikat wurde in den Vektor pCR 2.1-TOPO kloniert. Das daraus
resultierende Plasmid wurde mit TOPO-etfBA bezeichnet. Die anschliessende Sequenzierung
ergab, dass das Fragment aus einem 561 Bp großen etfB-Gensegment besteht, das am 3´-Ende
durch 15 Bp nicht kodierender Sequenz von einem 1137 Bp großen etfA-Fragment getrennt                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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wird. Die vollständige Sequenz des 1713 Bp großen etfB-etfA-Fragments ist im Anhang dieser
Arbeit dargestellt.
Abb.  16.     Amplifikation  eines  etfB-etfA-Fragments.  Mit  Hilfe  der  degenerierten  Oligonukleotide
EtfB_forward/EtfA_reverse wurde ein 1713 Bp großes etfB/etfA-Fragment amplifiziert. Als Matrize diente
chromosomale  DNA  von  A.  woodii.  Aliquots  der  PCR-Ansätze  wurden  in  einem  0,8%igen  Agarosegel
aufgetrennt.
2.3 Analyse der Sequenzdaten von etfA und etfB
Von  der  Nukleotidsequenz  des  etfB-etfA-Fragmentes  wurde  die  entsprechende
Aminosäuresequenz abgeleitet. Die dadurch erhaltenen Primärsequenzen von EtfA und EtfB
wurden jeweils mit Sequenzen von in Datenbanken hinterlegten Proteinen verglichen.
Die  N-Termini  von  EtfA-Proteinen  weisen  im  Allgemeinen  nur  wenige
Übereinstimmungen in der Primärsequenz auf. Dagegen zeichnen sich die C-terminalen
Enden durch hohe Übereinstimmung und zahlreiche konservierte Reste aus. Diese sind, wie
Untersuchungen an Kristallen des ETFP aus P. denitrificans und Homo sapiens ergaben, an
der Koordinierung des Kofaktors FAD beteiligt (Roberts et al., 1996; Roberts et al., 1999).
Ein zweiter Kofaktor, ein AMP-Rest, ist an EtfB gebunden. Auch diese Reste sind in allen
pro- und eukaryontischen EtfB´s hochkonserviert. Anders als bei den EtfA-Proteinen sind
EtfB-Proteine über die gesamte Primärsequenz betrachtet zueinander ähnlich. Die an der
Koordinierung des FAD-Kofaktors beteiligten Reste sind auch in der EtfA-Sequenz von
A. woodii zu finden (Abb. 17 A). Vollständig konserviert sind die Aminosäuren, welche in
P. denitrificans mit dem Isoalloxazin-Rest des FAD in Wechselwirkung treten (Q240, V241,
Q243, T244, Q263 und H264; Roberts et al., 1999). Der Ribityl- und der ADP-Rest des FAD
werden  in P.  denitrificans durch 10 weitere Aminosäurereste koordiniert. In EtfA von                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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A. woodii  sind  6  dieser  Reste  konserviert  (S226,  R227,  S259,  N278,  K279,  D296  in
P. denitrificans). Der AMP-Kofaktor wird in P. denitrificans durch 10 Aminosäurereste des
EtfB-Proteins koordiniert. In EtfB aus A. woodii sind 2 dieser Reste konserviert (G120 und




                                                               
A.w.     VSGGMGLGKPEGFE--LLKQLADKLGGTVATSRACVDAGWADHAQQVGQTGTTVKPQIYF
H.s. 219 VSGGRGLKSGENFK--LLYDLADQLHAAVGASRAAVDAGFVPNDMQVGQTGKIVAPELYI 276
P.d. 197 VSGGRGLGSKESFA--IIEELADKLGAAVGASRAAVDSGYAPNDWQVGQTGKVVAPELYV 254
B.f. 229 VSGGRGVGSAENFK--MVEDLAEVLGGTVSCSRAVVDSGWKPKDLQVGQTGKTVRPNVYF 286
C.t. 218 VAGGRGIGSKENFK--MLEELAELLGGNVAGSRAAIDNGWIDKDYQVGQTGKTVRPMVYI 274
G.m. 322 VSGGRGLMGPENFA--MLQELADELGGVVGASRSAVDAGWMPHDRQVGQTGKTVRPKIYI 379
M.t. 221 VAGGRGLGSRENLR--LLEELAGVLGGTLGASRAAVEAGWLPPEYQVGQTGITVRPKVYF 278
S.f. 204 VSGGRGMKEASNFA--LVEELAKAMGAAVGASRAAVDAGWRPHSDQVGQTGKVVTPALYV 261
S.c. 228 VTGGRALKDKETFEK-LLSPLADVLHAAIGATRASVDNGLCDNSLQIGQTGKVVAPNLYI 286
T.t. 215 VSGGRGVGGPEGFK--LIEELAEVLGGVVGASRAAVEAGWISSDHQVGQTGKTVRPKLYI 272
M.e. 218 VAGGRGMNSEEPFKTGILKECADVLGGAVGASRAAVDAGWIDALHQVGQTGKTVGPKIYI 277
                                                          
A.w.     ACGISGAIQHIAGMQDSDIIIAINKNENAPIFEVADYGIVGD------------------
H.s. 277 AVGISGAIQHLAGMKDSKTIVAINKDPEAPIFQVADYGIVADLFKVVPEMTEILKKK--- 333
P.d. 255 AVGISGAIQHLAGMKDSKVIVAINKDEEAPIFQIADYGLVGDLFSVVPELTGKL*----- 308
B.f. 287 AIGISGAIQHTAGMEESDIIIAINKDETAPIFDVADYGIVGDLNKIVPALTEAIKAELAA 346
C.t. 275 AVGISGAIQHLAGMQDSDYIIAINKDEAAPIMQIADLGLVGDYNKIVPELIAKLKEEKEE 334
G.m. 380 ACGISGAIQHLVGMQDSDVVIAINRDKEAPIFQVATYGIVGDLFKIVPAITSQLRELKAS 439
M.t. 279 AIGISGAIQHLVGMQNSEVIVAINKDPEAPIFKVATYGIIGDFQEVVPALTEEFRRQLAA 338
S.f. 262 AVGISGAIQHLAGMGYSRYIVAINKDPEAPIFSRADYGIVEDLFKFVPAFTEEVKRLKST 321
S.c. 287 AIGVSGAVQHLAGMKDSKVIVAINNDPDAPIFNVADYGLQGDLYKIVPELTEKLGKYK-- 344
T.t. 273 ACGISGAIQHIAGMGGAKTIVAINKNPDAPIFKIADYGIVGDLFKVIPALIEEIKEAKKK 332
M.e. 278 ACAISGAIQPLAGMTGSDCIIAINKDEDAPIFKVCDYGIVGDVFKVLPLLTEAIKKQKGI 337
B.
EtfB
                           
A.w.     VDLVLAGRQAIDGDTAQVGSQIAQRLKMPVVTYV---EDI-K-I-ED---KKA-IVHR
H.s. 118 VDLVLLGKQAIDDDCNQTGQMTAGFLDWPQGTFA---SQV-T-L-EG---DKL-KVER 165
P.d. 114 TELIIAGKQAIDNDMNATGQMLAAILGWAQATFA---SKV-E-I-EG---AKA-KVTR 164
B.f. 110 YDLIITGRQAIDGDTAQVGPQIAEHLALPVISYA---EDI-K-V-EG---NSV-IVKR 158
C.t. 110 YDIVFAGRQAIDGDTAQVGPEIAENLDLPQITYV---EKV-E-V-DG---EEL-KVRR 158
G.m. 115 VGIVFCGKQTIDGDTAQVGPGIAVRLGFTPLTLV---DRI-E-A-LDPVNRRI-KVRR 165
M.t. 112 VDLVFCGKQAIDGDTAQVGPGIATRLGFTQLTYVMAIDGV-D-L-EK---GQI-QVQR 162
S.f. 114 -DIILIGSRAVDYDQGQRGAIVAEHLGWPHLALA---VSL-E-S-DG---KTV-TIER 160
S.c. 120 SNLVLMGKQAIDYDQGQRGAIVAEHLGWPHLALA---VSL-E-S-DG---KTV-TIER 167
T.t. 111 YDLVFCGRQAIDYDQGQRGAIVAEHLGWPHLALA---VSL-E-S-DG---KTV-TIER 158
M.e. 117 FDIILCGKQAIDGDTAQVGPQIACELGIPQITYA---RDI-K-V-EG---DKV-TVQQ 164
Abb.  17.   Vergleich  der  abgeleiteten  Aminosäuresequenzen  von  EtfA  und  EtfB  aus  A.  woodii  mit
verschiedenen pro- und eukaryontischen ETFP´s. Mit Hilfe des Programms Clone Manager Suite 7 wurde
ein Vergleich der Untereinheiten durchgeführt. Als Referenz dienten dabei die aus den Teil-Nukleotidsequenzen
von etfA und etfB abgeleiteten Aminosäurensequenzen aus A. woodii (A.w.). Gelb markiert sind Aminosäuren,
die in A. woodii und mindestens 5 der 9 Vergleichssequenzen vorkommen. Basierend auf Strukturdaten von
ETFP´s von P. denitrificans und H. sapiens (Roberts et al., 1996; Roberts et al., 1999) wurden Aminosäurereste,
die an der Koordinierung der Kofaktoren FAD (A.) und AMP (B.) beteiligt sein könnten, durch Fettdruck
hervorgehoben und mit Pfeilen markiert. H.s., Homo sapiens; P.d., P. denitrificans; B.f., B. fibrisolvens; C.t., C.
tetani; G.m., G.  metallireducens; M.t., M.  thermoacetica; S.f., S.  fumaroxidans; S.c., S.  cerevisiae; T.t., T.
tencongensis; M.e., Megasphaera elsdenii.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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3.  Die Bildung von NADH im Zuge H2-abhängiger  Caffeatreduktion
Die hohen spezifischen Aktivitäten der NADH-abhängigen Caffeatreduktion in zellfreien
Systemen von A. woodii sowie die Identifikation Caffeat-induzierter Elektronen-Transfer-
Proteine als potentielle Mediatoren deuten auf eine Rolle von NADH als Elektronendonor in
vivo hin. Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, wie im Zuge der Reaktionssequenz
H2 + Caffeat → Hydrocaffeat NADH gebildet werden könnte und welche Enzyme daran
beteiligt sein könnten. Dazu können zwei Möglichkeiten in Betracht gezogen werden: eine
NAD
+-reduzierende Hydrogenase oder eine Elektronendonor:NAD
+-Oxidoreduktase. Im
Folgenden wurden zellfreie Extrakte auf die entsprechenden enzymatischen Aktivitäten
überprüft.
3.1  Untersuchungen zur Hydrogenase-Aktivität in A. woodii
Aus Fruktose-gezogenen Zellen von A. woodii wurde eine Sauerstoff-labile Hydrogenase
isoliert (Ragsdale und Ljungdahl, 1984). Das Enzym lag zu über 90% in der löslichen
Fraktion vor. Zu ähnlichen Ergebnissen hinsichtlich der Lokalisierung des Enzyms kamen
HEISE (Heise, 1992) und DENGL (Dengl, 2004). Dennoch weisen gewaschene Membranen
immer noch relativ hohe Hydrogenaseaktivität auf. Dies führte zu der Annahme, dass das
Enzym entweder nur schwach mit der Membran assoziiert ist und im Zuge der Präparation
abgeschert wird oder dass eine zweite, membranständige Hydrogenase die beobachtete
Aktiviät katalysiert.
Die Hydrogenase-Aktivität und ihre Lokalisation wurde im Rahmen dieser Arbeit erneut
untersucht. Die Messung der Aktivität erfolgte in Quarzküvetten unter einer H2-Atmosphäre.
Als Elektronenakzeptoren wurden Benzylviologen oder NAD
+ verwendet. Die Reduktion der
Elektronenakzeptoren wurde photometrisch verfolgt. Die Durchführung der Versuche erfolgte
bei 30°C.
Mit  Benzylviologen  als  Elektronenakzeptor  konnte  in  zellfreiem  Rohextrakt  im
dargestellten Fall eine Gesamtaktivität von 25474 U nachgewiesen werden (Tabelle 5). Nach
der Auftrennung des Rohextraktes in Cytoplasma- und Membranfraktion gingen rund 85%
der Benzylviologen-abhängigen Aktivität verloren. Die Restaktivitäten im Cytoplasma und an
Membranen betrugen 2708 U und 1058 U, was einer Verteilung von 74% zu 26% entspricht.
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von DENGL (2004) beschriebenen. Mit NAD
+ als Elektronenakzeptor wurde in zellfreiem
Rohextrakt eine Gesamtaktivität von 77,8 U nachgewiesen. Die Trennung des Extraktes in
Membran- und die cytoplasmatische Fraktion ging mit einem Aktivitätsverlust von rund 85%
einher. Die Restaktivität in Cytoplasma und an Membranen betrug 8,7 U und 3 U, was einer
Verteilung von 69% zu 31% entspricht.
Obwohl der überwiegende Teil der Hydrogenaseaktivität im Cytoplasma zu finden war,
können eindeutige Aussagen bezüglich der Lokalisierung der Hydrogenase letztlich nicht
gemacht werden, da der enorme Verlust an Aktivität nach der Auftrennung des Rohextraktes
berücksichtigt werden muß. Der Aktivitätsverlust erklärt sich zum Teil mit dem Verlust von
Gesamtprotein im Zuge der Herstellung von Cytoplasma- und Membranfraktion (Tabelle 5).
Andererseits könnte bei der Herstellung gewaschener Membranen eine Hydrogenase, neben
anderen membranständigen und membranassozierten Proteinen, in den Waschüberstand
überführt worden sein. Untersuchungen von DENGL (2004) zur Hydrogenase in A. woodii
zeigten, dass bis zu 92% der Aktivität in den Membranwaschüberständen zu finden waren.
Ein  weiterer  Grund  für  die  geringe  Aktivitätsausbeute  ist  möglicherweise  auf  die
Inaktivierung  der  Hydrogenase  während  der  Lagerung  der  Cytoplasma-  und
Membranpräparation zurückzuführen. Bei der Präparation zur Untersuchung der NAD
+-
abhängigen Hydrogenaseaktivität betrug der Verlust an Gesamtprotein rund 44%. Ausgehend
vom Rohextrakt entspricht dies einem Aktivitätsverlust von 34,2 U. Von den theoretisch
verbleibenden 43,6 U Aktivität (Gesamtaktivität Rohextrakt – 34,2 U) finden sich aber nur
11,7 U in der Cytoplasma- und Membranfraktion wieder.
Insgesamt können die Ergebnisse als Hinweis auf eine NAD
+-abhängige Hydrogenase in
A. woodii betrachtet werden, die NADH + H
+ für reduktive Prozesse bereitstellen könnte.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Tabelle  5.   Zelluläre  Lokalisation  der  Hydrogenaseaktivität  in  A.  woodii.  Die  Messungen  der
Hydrogenaseaktivität erfolgte in Quarzküvetten einer Schichtdicke von 1 cm unter einer H2-Atmosphäre. Der
Reaktionsansatz enthielt 1 ml anaeroben 50 mM Imidazol-Puffer, pH 7,0 und Aliquots der zu testenden Fraktion.
Die  Reaktion  wurde  durch  Zugabe  von  1,5  mM  NAD
+  oder  1  mM  Benzylviologen  (BV)  gestartet.  Die
Reduktion von Benzylviologen oder NAD
+  wurde in einem Photometer bei 578 nm bzw. 340 nm verfolgt.
Gezeigt sind die Daten von zwei unabhängigen Präparationen. Die spezifischen Aktivitäten wurden jeweils aus
drei Messungen gemittelt.
Fraktion (GP
1))          Akzeptor Aktivität  Verteilung
2)  Ausbeute
  (U
3)/mg) (Gesamt U)        (%)                           (%)
Rohextrakt (404)      BV     63     25452    100
Cytoplasma (242)    BV   11,2      2710       72    10,6
Membranen (36)      BV   29,5      1062       28     4,2
Rohextrakt (707)    NAD
+    0,110       77,8    100
Cytoplasma (348)   NAD
+        0,025         8,7                   69    11,2
Membranen (48)    NAD
+         0,062              3       31    3,9
1)GP, Gesamtproteinkonzentration der Fraktion in mg
  ; 
2)Die Verteilung bezieht sich auf die Summe der
Gesamtaktivitäten  in  der  Cytoplasma-  und  Membranfraktion; 




3.2.1  Die Verteilung der Aktivität in A. woodii
Neben einer Hydrogenase könnte auch eine Elektronendonor:NAD
+-Oxidoreduktase das
für die Reduktion von Caffeat notwendige NADH + H
+  generieren. Für das acetogene
Bakterium  C.  tetanomorphum  wurde  beispielsweise  ein  membranständiges  Enzym
beschrieben, das in vivo als NAD
+-Reduktase die Bildung von NADH + H
+ katalysiert. Als
Elektronendonor  dient  dabei  reduziertes  Ferredoxin  (Jayamani et al.,  2005).  Der
Identifikation dieses Enzyms war die Beobachtung vorausgegangen, dass Membranen von
C. tetanomorphum in  vitro  die  Oxidation  von  NADH  mit  Kaliumhexacyanoferrat  als                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
63
Elektronenakzeptor vermittelten. Es wurde gezeigt, dass diese NADH-Oxidation durch die
Ferredoxin-abhängige NAD
+-Oxidoreduktase katalysiert wurde, das Enzym also reversibel ist
(Kim et al.,  2004).  Um  erste  mögliche  Hinweise  auf  eine  membranständige,  NADH-
generierende Elektronendonor:NAD
+-Oxidoreduktase in A.  woodii zu erhalten, wurde, in
Analogie zur reversiblen Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase aus C.  tetanomorphum, mit
verschiedenen Elektronenakzeptoren die NADH-oxidierende Aktivität in A. woodii und ihre
zelluläre Lokalisation untersucht.
Aus Caffeat-induzierten Zellen wurde zellfreier Rohextrakt hergestellt, der anschliessend
durch Ultrazentrifugation in Cytoplasma und Membranen aufgetrennt wurde. Die Messung
der NADH-oxidierenden Aktivität der einzelnen Fraktionen erfolgte in anaeroben 1-ml-
Quarzküvetten unter einer N2-Atmosphäre in 50 mM Imidazol-Puffer oder 50 mM MOPS-
Puffer.  Benzylviologen  (1  mM)  oder  Kaliumhexacyanoferrat  (1  mM)  wurden  als
Elektronenakzeptor verwendet.
Mit Kaliumhexacyanoferrat als Elektronenakzeptor konnte in zellfreiem Rohextrakt eine
Gesamtaktivität  von  3824  U  nachgewiesen  werden  (Tabelle  6).  Die  Auftrennung  des
Extraktes  ging  mit  einem  Aktivitätsverlust  von  84%  einher.  Die  Restaktivität  in  der
Cytoplasma- und Membranfraktion betrug 540,5 U und 85,9 U, was einer Verteilung von
86,2% zu 13,8% entspricht. Mit Benzylviologen als Elektronenakzeptor wurde in zellfreiem
Rohextrakt eine Gesamtaktivität von 8556 U nachgewiesen. Nach der Auftrennung des
Rohextraktes in Cytoplasma- und Membranfraktion gingen rund 34% der Aktivität verloren.
Die Restaktivitäten im Cytoplasma und an Membranen betrugen 5585 U und 74,5 U, was
einer Verteilung von 98,7% zu 1,3% entspricht.
Insgesamt kann hinsichtlich der zellulären Verteilung der NADH-oxidierenden Aktivität
keine  eindeutige  Aussage  gemacht  werden,  da,  vor  allem  bei  der  Messung  mit
Kaliumhexacyanoferrat, der enorme Aktivitätsverlust berücksichtigt werden muss. Dieser
kann zum Teil durch den Verlust an Gesamtprotein im Zuge der Präparation von Cytoplasma-
und Membranfraktion erklärt werden (Tabelle 6). Ferner wäre denkbar, dass, in Analogie zur
Hydrogenase  (siehe  3.1),  zudem  ein  NADH-oxidierendes  Enzym  beim  Waschen  der
Membranen zusammen mit anderen membranständigen Proteinen in den Waschüberstand
überführt wird. Die NADH-oxidierende Aktivität der Waschüberstände wurde allerdings nicht
untersucht. Insgesamt betrug der Verlust an Gesamtprotein bei verschiedenen Präparationen
stets zwischen 40 – 70%. Die Größenordnung der für gewaschene Membranen ermittelten
spezifischen  Aktivtität  der  NADH-Oxidation  mit  der  Kaliumhexacyanoferrat  als
Elektronenakzeptor von 1,7 U liegt in der Größenordnung von der an Membranen von                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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C. tetanomorphum  beobachteten  (Jayamani  et al.,  2005).  Neben  Benzylviologen  und
Kaliumhexacyanoferrat wurden im Zuge der Untersuchung der membranständigen NADH-
oxidierenden  Aktivität  weitere  artifizielle  Elektronenakzeptoren  getestet.  DCIP,  FAD,
Methylviologen oder Metronidazol wurden nicht reduziert.
Zusammengefasst deuten die Daten klar auf die Gegenwart eines NADH-oxidierenden
Enzyms an Membranen von A. woodii hin.
Tabelle  6.   Zelluläre  Lokalisation  der  NADH-oxidierenden  Aktivität  in  A.  woodii. Gezeigt  sind  die
Ergebnisse  von  Meßreihen  mit  zwei  verschiedenen  Präparationen.  A.  Die  Messungen  mit
Kaliumhexacyanoferrat (KHCF) erfolgte in Quarzküvetten einer Schichtdicke von 0,5 cm unter einer N2-
Atmosphäre. Der Reaktionsansatz enthielt 1 ml 50 mM MOPS-Puffer, pH 7,0, Aliquots der zu testenden
Fraktion und KHCF in einer Endkonzentration von 1 mM. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM NADH
gestartet. Die Reduktion des KHCF wurde bei 420 nm verfolgt. Alle Messungen wurden bei 30°C durchgeführt.
B. Die Messungen mit Benzylviologen (BV) als artifiziellem Elektronenakzeptor erfolgte in Quarzküvetten einer
Schichtdicke von 1 cm unter einer N2-Atmosphäre. Der Reaktionsansatz enthielt 1 ml 50 mM Imidazol-Puffer,
pH 7,0, Aliquots der zu testenden Fraktion und Benzylviologen in einer Endkonzentration von 1 mM. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 5 mM NADH gestartet. Die Reduktion des BV wurde bei 578 nm verfolgt.
Fraktion (ml/GP
1))    Akzeptor   Aktivität  Verteilung
2)                       Ausbeute
  (U
3)/mg)    (Gesamt U)        (%)                            (%)
A.
Rohextrakt (1,36)    KHCF    2,8      3824                          100
Cytoplasma (0,36)   KHCF    1,5      540,5      86,2          14,1
Membranen (0,05)   KHCF    1,7       85,9      13,8           2,2
B.
Rohextrakt  (0,63)    BV    13,5      8556                 100
Cytoplasma (0,33)    BV    17      5585      98,7           65,3
Membranen (0,033)  BV    2,3      74,5       1,3           0,9
1)GP, Gesamtproteinkonzentration der Fraktion in g
  ; 
2)Die  Verteilung  bezieht  sich  auf  die  Summe  der
Gesamtaktivitäten  in  der  Cytoplasma-  und  Membranfraktion; 
3)1  U  entspricht  einer  Rate  von  1  µmol
Substrat/min
Für das thermophile, acetogene Bakterium T. tengcongensis wurde eine Hydrogenase
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wie Methlviologen vermittelt (Soboh et al., 2004). Im Folgenden sollte daher überprüft
werden, ob die beobachtete NADH-Oxidation an Membranen von A. woodii durch eine
Hydrogenase  katalysiert  wird.  Dazu  wurden  Aliquots  einer  Membranpräparation  von
A. woodii 5 min mit Druckluft durchgast. Da Hydrogenasen extrem Sauerstoff-labil sind,
führt dies zu einer Inaktivierung des Enzyms. Anschliessend wurden die behandelten Aliquots
der  Membranfraktion  unter  aeroben  Bedingungen  auf  NADH-oxidierende  Aktivität
untersucht. Als Elektronenakzeptor fungierte Kaliumhexacyanoferrat.
Die spezifische Aktivität der mit Sauerstoff behandelten Membranfraktion betrug im
dargestellten Fall 1,2 U/mg Protein (Abb. 18). Die Aktivitäten von anaerob präparierten und
unter anaeroben Bedingungen gemessenen Membranen waren in der gleichen Größenordnung
(1,0 U/mg Protein). Es konnte daher ausgeschlossen werden, dass die beobachtete NADH-
Oxidation durch eine membranständige Hydrogenase vermittelt wird. Das Enzym, das die
NADH-Oxidation vermittelt, ist also Sauerstoff-stabil.
Abb.  18.     Die  membranständige  NADH-oxidierende  Aktivität  ist  Sauerstoff-stabil.  Aliquots  einer
anaeroben Membranpräparation (37 mg Protein/ml) wurden 5 min mit Druckluft durchgast und anschliessend
unter aeroben Bedingungen in 50 mM MOPS-Puffer auf NADH-Dehydrogenase-Aktivität untersucht. Als
Elektronenakzeptor diente Kaliumhexacyanoferrat (KHCF), das in einer Endkonzentration von 1mM zugegeben
wurde.  Die  Reaktion  wurde  mit  1  mM  NADH  gestartet.  Als  Vergleich  diente  ein  Aliquot  der
Membranpräparation, dessen Aktivität unter anaeroben Bedingungen untersucht wurde. Die Reduktion des
KHCF wurde bei 420 nm in einem Photometer verfolgt.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Analoge  Beobachtungen  wurden  für  die  Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase  aus
C.  tetanomorphum  gemacht.  Die  durch  das  Enzym  vermittelte  NADH-Oxidation  mit
Kaliumhexacyanoferrat  als  Elektronenakzeptor  war  Sauerstoff-unempfindlich
(E. Jayamani, persönliche Mitteilung).
3.2.2  Untersuchung  der  Na
+-Abhängigkeit  der  membranständigen  NADH-
oxidierenden Aktivität in A. woodii
Die N-terminale Sequenzierung der Untereinheiten der Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase
aus  C.  tetanomorphum ergab hohe Ähnlichkeiten zu den Rnf-Proteinen aus C.  tetani
(Boiangiu et al., 2005; Jayamani et al., 2005). BRÜGGEMANN et al. (2003) hatten für die
Rnf-Proteine die Funktion eines membranständigen Komplexes postuliert, der die Ferredoxin-
abhängige NAD
+-Reduktion  mit  der  Translokation  von  Na
+  koppelt.  Grundlage  dieser
Annahme ist die Ähnlichkeit der Rnf-Proteine zu den NADH-Ubichinon-Oxidoreduktasen
(Na
+-NQR)  aus  Vibrio  alginolyticus oder Vibrio  cholerae,  die  im  Zuge  der  NADH-
abhängigen  Reduktion  von  Ubichinon  Na
+  translozieren.  Für  die  Ferredoxin-NAD
+-
Oxidoreduktase aus C. tetanomorphum wird in Analogie dazu die Möglichkeit diskutiert, dass
das  Enzym  den  Elektronentransfer  von  Ferredoxin  auf  NAD
+  ebenfalls  mit  der  Na
+-
Translokation koppelt. Endgültige experimentelle Belege dafür fehlen allerdings noch. Die
begrenzten Sequenzinformationen zur Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase lassen gegenwärtig
keine Aussage über die Ähnlichkeit des Proteins zu Na
+-NQR zu. Allerdings konnten in der
N-terminalen Sequenz einer Untereinheit des Enzyms konservierte Aminosäuren identifiziert
werden,  die  bei  Na
+-NQR  an  der  Koordinierung  eines  FMN-Kofaktors  beteiligt  sind
(Boiangiu et al., 2005).
Die Anwesenheit einer membranständigen Elektronendonor:NAD
+-Oxidoreduktase in
A. woodii wäre in zweifacher Hinsicht interessant. Neben der Funktion als Lieferant von
Reduktionsäquivalenten  für  die  Caffeatreduktion  könnte  das  Enzym,  in  Analogie  zu
Na
+-NQR, als Na
+-Translokator fungieren und die Generierung des mit der H2-abhängigen
Caffeatreduktion  einhergehenden  transmembranen  Na
+-Potentials  bewerkstelligen.  Die
Aktivität des Enzyms sollte daher strikt Na
+-abhängig sein. Im Folgenden wurde der Einfluß
von Na
+ auf die membranständige NADH-oxidierende Aktivität in A. woodii untersucht.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Die Präparation der Membranen aus zellfreien Rohextrakten erfolgte unter möglichst
Na
+-armen Bedingungen. Vollständig Na
+-freie Versuchsbedingungen sind generell schwer
zu  etablieren,  da  verwendete  Glaswaren,  Chemikalien  oder  Wasser  Quellen  für
Na
+-Kontaminationen darstellen. Für alle Arbeitsschritte wurde ein Na
+-armer,  50  mM
Tris/HCl-Puffer, pH 7, verwendet. Die in den Tests verwendeten Lösungen wurden mit
destilliertem Wasser angesetzt. Als Elektronendonor wurde das Kaliumsalz von NADH
verwendet.  Die  Na
+-Konzentration  des  Versuchsansatzes  betrug  nach  Zugabe  aller
Supplemente, einschliesslich des Kalium-NADH, 200 µM.
Eine Abhängigkeit der membranständigen NADH-oxidierenden Aktivität von Na
+ konnte
nicht beobachtet werden (Abb. 19). Die ermittelten spezifischen Aktivitäten waren bei
200 µM und 20 mM NaCl nahezu identisch und betrugen im dargestellten Fall 2 U/mg
Protein  bzw.  1,9  U/mg  Protein  (-  Na
+).  Auf  die  mögliche  Na
+-Abhängigkeit  des
membranständigen,  NADH-oxidierenden  Enzyms  wird  in  der  Diskussion  (2.2)  näher
eingegangen.
Abb. 19.   Untersuchung der Na
+-Abhängigkeit der membranständigen NADH-oxidierenden Aktivität in
A. woodii. Aliquots von 2,5 µl einer Membranpräparation (15,7 mg Protein/ml) wurden in Gegenwart von 200
µM Na
+ ohne und mit zugesetztem Na
+ (20 mM) in anaerobem 50 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7, auf NADH-
Oxidation  hin  untersucht.  Kaliumhexacyanoferrat  (KHCF)  und  K(alium)-NADH  wurden  in  einer
Endkonzentration von je 1 mM eingesetzt. Die Reduktion des KHCF wurde in einem Photometer bei einer
Wellenlänge von 420 nm vefolgt.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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3.2.3  Die  Hemmung  der  membranständigen  NADH-oxidierenden  Aktivität
durch Ag
+
Die Aktivität von Na
+-NQR kann spezifisch durch Ag
+ gehemmet werden (Unemoto et al.,
1993).  Dieses  Charakteristikum  unterscheidet  sie  von  mitochondrialen  NADH-
Dehydrogenasen (Komplex I) und dem zum Komplex I homologen Enzym NDH-I aus
Bakterien (Bourne und Rich, 1992). Um Hinweise auf die Natur des membranständigen,
NADH-oxidierenden Enzyms in A. woodii zu erhalten, wurde der Einfluß von Ag
+ auf dessen
Aktivität  untersucht.  Aliquots  einer  Membranpräparation  wurden  mit  steigenden
Konzentrationen  AgNO3  für  10  min  vorinkubiert,  dann  wurde  den  Ansätzen
Kaliumhexacyanoferrat als Elektronenakzeptor zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von NADH gestartet. Die initiale NADH-oxidierende Aktivität betrug im dargestellten Fall in
Abwesenheit von Ag
+ 1,96 U/mg Protein (Abb. 20). Mit steigenden AgNO3-Konzentrationen
nahm die Aktivität kontinuierlich ab. In Gegenwart von 20 µM AgNO3 war sie vollständig
inhibiert (vgl. auch Abb. 21). Membranen, die mit 20 µM NaNO3 vorinkubiert worden waren,
wiesen keine verringerte Aktivität auf. Ein inhibitorischer Effekt durch NO3
- konnte daher
ausgeschlossen  werden,  die  Inihibition  war  also  auf  Ag
+ zurückzuführen (Daten nicht
gezeigt). Die Aktivität von Na
+-NQR kann auch durch Cu
2+ inhibiert werden (Bourne und
Rich, 1992). Analoge Beobachtungen wurden für die membranständige NADH-oxidierende
Aktivität in A. woodii gemacht. In Gegenwart von 20 µM Cu
2+ kam die Aktivität vollständig
zum Erliegen. Mit Ni
2+ konnte keine signifikante Inhibition der Aktivität beobachtet werden
(Abb. 21). Ob Ni
2+ Einfluß auf die Aktivität von Na
+-NQR hat, ist nicht bekannt.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb. 20.   Hemmung der membranständigen NADH-oxidierenden Aktivität in A. woodii durch Ag
+. Die
Versuche wurden bei 30°C in anaeroben Quarzküvetten durchgeführt, die 1 ml anaeroben 50 mM MOPS-Puffer
enthielten.  Aliquots  (5  µl)  einer  Membranpräparation  (9,6  mg  Protein/ml)  wurden  für  10  min  mit  den
angegebenen Konzentrationen Ag
+,  das  als  AgNO3 zugegeben wurde, vorinkubiert. Kaliumhexacyanoferrat
(KHCF) und NADH wurden in einer Endkonzentration von je 1 mM zugegeben. Die Reduktion des KHCF
wurde in einem Photometer bei einer Wellenlänge von 420 nm verfolgt. Kontrolle: - Ag
+, -Membranen.
Abb. 21.   Inhibition der membranständigen NADH-oxidierenden Aktivität durch Kationen. Dargestellt
sind die Daten einer Meßreihe mit einer Membranpräparation (9,6 mg Protein/ml). Die Durchführung der
Versuche  erfolgte  wie  in  Abb.  20  beschrieben.  Die  spezifischen  Aktivitäten  wurden  aus  den  Initialraten
berechnet und gegen die Basalaktivität der Kontrolle, einem Ansatz ohne Membranen, korrigiert. Die aus den
Ansätzen ohne Kationzugabe errechneten Aktivitäten (3,9 U/mg Protein [Ag
+], 3,3 U/mg Protein [Cu
2+] und 3,7
U/mg Protein [Ni
2+]) wurde gleich 100% gesetzt. Cu
2+ wurde als CuSO4, Ni
2+ als NiCl2 zugegeben.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Um  einen  Einfluß  von  Ag
+  auf  den  verwendeten  Elektronenakzeptor
Kaliumhexacyanoferrat auszuschliessen, wurde der Versuch mit Benzylviologen als Mediator
wiederholt. Auch hier wurde der inhibitorische Effekt von Ag
+ auf die membranständige
NADH-Dehydrogenase-Aktivität beobachtet (Abb. 22). Die Benzylviologen-Reduktion kam
im dargestellten Fall in Gegenwart von 50 µM AgNO3 vollständigen zum Erliegen. Die im
Vergleich zu dem in Abb. 20 dargestellten Versuch deutlich höhere inhibitorische Ag
+-
Konzentration ist wahrscheinlich auf die höhere Proteinkonzentration der hier verwendeten
Membranpräparation zurückzuführen.
Abb. 22.   Hemmung der NADH-Benzylviologen-Oxidoreduktase durch Ag
+. Die Durchführung erfolgte wie
in  Abb.  20  beschrieben.  Eingesetzt  wurden  Aliquots  von  je  5  µl  einer  Membranpräparation  mit  einer
Proteinkonzentration von 37 mg /ml. Benzylviologen und NADH wurden in einer Endkonzentration von je 1
mM zugegeben. Die Reduktion des Benzylviologens wurde in einem Photometer bei einer Wellenlänge von
578 nm verfolgt.
3.2.4  Untersuchung der membranständigen Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-
 Aktivität in A. woodii
Die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen weisen klar auf die Anwesenheit
eines  membranständigen  NADH-oxidierenden  Enzyms  in  A.  woodii  hin.  Das  Enzym
vermittelt mit hohen spezifischen Aktivitäten die NADH-abhängige Reduktion artifizieller
Akzeptoren. Die Oxidation von NADH muss allerdings nicht der in vivo-Reaktionsrichtung
entsprechen. Im Folgenden wurde untersucht, ob das Enzym auch als NAD
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fungieren und NADH für die Reduktion von Caffeat generieren könnte. In Hinblick auf die
Beteiligung eines solchen Enzyms an der H2-abhängigen Caffeatreduktion stellt sich die
Frage  nach  dem  Elektronendonor  für  die  Reduktion  des  NAD
+.  In  Analogie  zu
C.  tetanomorphum  könnte  diese  Funktion  reduziertem  Ferredoxin  zukommen,  das
möglicherweise im Zuge der H2-Oxidation gebildet wird. Für eine aus A. woodii isolierte
Hydrogenase wurde die Fähigkeit beschrieben, Ferredoxin als Elektronenakzeptor zu nutzen
(Ragsdale und Ljungdahl, 1984). Gewaschene Membranen wurden auf Ferredoxin-NAD
+-
Oxidoreduktase-Aktivität überprüft. Der dafür verwendete Test basiert im Wesentlichen auf
einem  von  JAYAMANI  et al.  (2005)  etablierten  Testsystem  zur  Untersuchung  dieser
Aktivität  in C. tetanomorphum. Aliquots einer Membranpräparation von A. woodii wurden
zusammen mit Ferredoxin inkubiert, welches durch Ti-(III)-Citrat vorreduziert wurde. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von NAD
+ gestartet, dessen Reduktion photometrisch
verfolgt wurde.
An gewaschenen Membranen von A. woodii konnte eine Ferredoxin-abhängige NAD
+-
Reduktion beobachtet werden (Abb. 23). Im dargestellten Fall betrug die spezifische Aktivität
91 nmol/min x mg Protein. Ungewöhnlich war die hohe Rate in den Kontrollansätzen. In
Abwesenheit von Ferredoxin oder Membranen betrug sie 39 nmol/min x mg Protein. In
diesen Ansätzen wurde NAD
+ chemisch durch Ti-(III)-Citrat reduziert. Eine schrittweise
Verringerung der Ti-(III)-Konzentration führte zwar zu einer Abnahme der chemischen
Reduktion von NAD
+, eine Ferredoxin-abhängige Reduktion konnte dann allerdings auch
nicht mehr beobachtet werden. Möglicherweise begünstigte der pH-Wert des verwendeten
Puffers die chemische NAD
+-Reduktion. In den von JAYAMANI et al.  beschriebenen
Untersuchungen zur Ferredoxin-NAD
+-Oxidoredukutase in C. tetanomorphum war eine durch
Ti-(III)-Citrat bedingte chemische Reduktion von NAD
+ allerdings erst bei pH-Werten über 8
zu beobachten (Jayamani et al., 2005).                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb. 23.   Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-Aktivität an Membranen von A. woodii. Die Durchführung
des Versuchs erfolgte bei 30°C in anaeroben 1-ml-Quarzküvetten, die 1 ml 50 mM MOPS, pH 7,5 enthielten.
Ein Aliquot von 25 µl einer Membranpräparation (27,4 mg Protein/ml) wurde mit 50 µl einer Ferredoxin-Lösung
(2 mg Protein/ml) supplementiert. Das zugegebenen Ferredoxin wurden mit 3,5 mM Ti-(III)-Citrat- vorreduziert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5 mM NAD
+ gestartet. Als Kontrollen dienten Ansätze, denen kein
Ferredoxin (- Fd) oder kein Ferredoxin und keine Membranen zugegeben wurden (- Fd - Memb.). Die Reduktion
des NAD
+ wurde in einem Photometer bei einer Wellenlänge von 340 nm verfolgt. Das verwendete Ferredoxin
stammte aus C. tetanomorphum und wurde freundlicherweise von E. Jayamani, Marburg zur Verfügung gestellt.
Rund  43%  der  beobachteten  Ferredoxin-abhängigen  NAD
+-Reduktion  sind  also  nicht
physiologischer Natur. Der dennoch deutliche Unterschied der NAD
+- Reduktionsaktivität in
Gegenwart von Ferredoxin kann als Hinweis auf eine membranständige Ferredoxin-NAD
+-
Oxidoreduktase betrachtet werden.
Um eine Verringerung des Anteils chemischer NAD
+-Reduktion an der Gesamtaktivität zu
erreichen,  wurde  der  Versuch  bei  pH  7,0  wiederholt.  Dabei  wurde  eine  heterogene
Ferredoxin-Präparation aus C. pasteurianum verwendet, deren Reinheitsgrad deutlich unter
dem der Präparation aus C.  tetanomorphum lag. Auffällig war bei diesem Versuch der
Anstieg der Absorption um rund 0,35 Einheiten nach Zugabe von Ti-(III)-Citrat. Ursache
hierfür war offensichtlich die durch das Ti-(III)-Citrat bedingte leichte Blaufärbung des
Versuchspuffers. Warum im oben beschriebenen Versuch diese Absorptionszunahme nicht
beobachtet werden konnte, ist unklar und wurde nicht weiter untersucht. Die spezifische
NAD
+-Reduktionsaktivität betrug im dargestellten Fall in Gegenwart von Ferredoxin 37,5
nmol/min x mg Protein und fiel damit deutlich geringer aus als in dem zuvor beschriebenen
Versuch (Abb. 24). Dies könnte auf den geringeren Ferredoxin-Gehalt der Präparation aus
C.  pasteurianum  und  deren  Heterogenität  sowie  die  Qualität  der  unterschiedlichen                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Membranpräparation zurückzuführen sein. Insgesamt konnte bei pH 7 ein Rückgang der
Basalaktivität  im  Kontrollansatz  beobachtet  werden  (19  nmol/min  x  mg  Protein).  Im
Verhältnis zur Aktivität des Ferredoxin-supplementierten Ansatzes aber war der Anteil Ti-
(III)-Citrat reduzierten NAD
+´s mit 47% in der Größenordnung des zuvor beschriebenen
Versuches.
Abb.  24.   Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-Aktivität  an  Membranen  von  A.  woodii bei pH 7,0.  Die
Durchführung des Versuchs erfolgte bei 30°C in anaeroben 1-ml-Quarzküvetten, die 1 ml 50 mM MOPS, pH 7,0
enthielten.  Aliquots  von  25  µl  einer  Membranpräparation  (24,9  mg  Protein/ml)  wurden  mit  30  µl  einer
Ferredoxin-Präparation aus C. pasteurianum (4 mg Protein/ml) supplementiert. Ti-(III)-Citrat wurde in einer
Endkonzentration von 3,5 mM zugegeben. Die Reaktion wurde mit 2,5 mM NAD
+ gestartet. Die Reduktion von
NAD
+ wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 340 nm verfolgt.
3.2.5  Der Einfluß von Ag
+ auf die Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-Aktivität
Wie in den vorangegangenen Untersuchungen gezeigt wurde, katalysieren gewaschene
Membranen von A. woodii die Oxidation von NADH mit Kaliumhexacyanoferrat oder
Benzylviologen als Elektronenakzeptor. Ferner wurde eine membranständige Ferredoxin-
NAD
+-Oxidoreduktaseaktivität  nachgewiesen.  Ob  die  NADH-Oxidation  und  die
NAD
+-Reduktion durch das gleiche, reversible Enzym katalysiert werden ist unklar. Die unter
3.2.3 beschriebenen Versuche hatten gezeigt, dass die membranständige NADH-oxidierende
Aktivität durch Ag
+ gehemmt werden konnte. Nachfolgend wurde daher auch der Einfluß von                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Ag
+ auf die Ferredoxin-abhängige NAD
+-Reduktion an Membranen untersucht. Die Versuche
wurden wie unter 6.2.4 beschrieben durchgeführt.
Die  Analyse  zeigte,  dass  AgNO3  die  Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-Aktivität
vollständig hemmt (Abb. 25). In Abwesenheit von Ag
+ betrug die Rate der Ferredoxin-
abhängigen NAD
+-Reduktion 38,8 nmol/min x mg Protein. In Gegenwart von 25 µM AgNO3
entsprach die Aktivität in etwa der Basalaktivität des Kontrollansatzes ohne Ferredoxin (21,5
nmol/min x mg Protein). Bemerkenswert waren allerdings zwei Beobachtungen. Die Zugabe
von  Ti-(III)-Citrat  führte,  wie  bereits  für  Abb.  24  beschrieben,  zu  einem  Anstieg  der
Absorption um etwa 0,45 Einheiten. In Gegenwart von AgNO3 fiel dieser Anstieg geringer
aus, und zwar umso stärker je höher die AgNO3-Konzentration im Versuchsansatz war.
Zudem kam bei höheren AgNO3-Konzentrationen (150 µM) auch die Basalaktivität, d.h. die
chemische  Reduktion  des  NAD
+  durch  Ti-(III)-Citrat,  vollständig  zum  Erliegen.
Zusammengenommen weisen beide Beobachtungen auf einen Einfluß von AgNO3 auf Ti-
(III)-Citrat hin, so dass die hier beobachtete Inhibition der Ferredoxin-Oxidoreduktase-
Aktivität wahrscheinlich indirekter Natur ist. Ferner kann ein Effekt des AgNO3  auf das
Ferredoxin nicht ausgeschlossen werden.
Abb. 25.   Der Einfluß von Ag
+ auf die membranständige Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase-Aktivität in
A. woodii. Die Durchführung des Versuchs erfolgte bei 30°C in anaeroben 1-ml-Quarzküvetten, die 1 ml 50 mM
MOPS-Puffer, pH 7,0 enthielten. Die Küvetten wurden mit 25-µl-Aliquots einer Membranpräparation (35 mg
Protein/ml) supplementiert und gegebenenfalls für 10 min mit AgNO3 in den angegebenen Endkonzentrationen
inkubiert. Das zugegebene Ferredoxin aus C. pasteurianum (30 µl; 1,9 mg Protein/ml) wurde mit 3,5 mM Ti-
(III)-Citrat vorreduziert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5 mM NAD
+ gestartet. Die Reduktion des
NAD
+ wurde in einem Photometer bei einer Wellenlänge von 340 nm verfolgt.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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4.  Induktion und Spezifität des Phenylacrylat-Reduktionssystems in A. woodii
4.1 Nachweis eines universellen Phenylacrylat-Reduktionssystems
Neben  Caffeat  kann  A.  woodii  eine  Vielzahl  anderer  Phenylacrylate  als  terminale
Elektronenakzeptoren  nutzen  (Bache  und  Pfennig,  1981).  Diese  Fähigkeit  liegt  nicht
konstitutiv vor, sondern wird erst in Gegenwart dieser Verbindungen induziert. Über die
Induktionsmechanismen und die Spezifität der induzierten Enzyme ist nichts bekannt. Zwei
Möglichkeiten können dazu in Betracht gezogen werden:
-  A. woodii verfügt für jedes einzelne Phenylacrylat über ein spezifisches Reduktions-
System, das nur in Gegenwart des Phenylacrylats induziert wird oder
-  die  Reduktion  wird  durch  unspezifische  Enzyme  vermittelt,  die  mehrere
Phenylacrylate umsetzten können.
Diese Fragestellung wurde im Folgenden zunächst an Suspensionen ruhender Zellen von
A. woodii untersucht, die aus  Kulturen Caffeat-induzierter Zellen hergestellt worden waren.
Die  Zellsuspensionen  wurden  unter  einer  H2-Atmosphäre   inkubiert  und  mit  den
Phenylacrylaten Caffeat, Ferulat oder p-Cumarsäure in einer Endkonzentration von 10 mM
supplementiert.
Wie aus Abb. 26 A ersichtlich, reduzierten Suspensionen Caffeat-induzierter Zellen nicht
nur  Caffeat,  sondern  waren  auch  in  der  Lage,  Ferulat  oder  p-Cumarsäure mit H2  als
Elektronendonor zu reduzieren. In Analogie dazu waren Ferulat- oder p-Cumarsäure-
induzierte Zellsuspensionen in der Lage, Caffeat oder p-Cumarsäure bzw. Caffeat oder
Ferulat mit H2 als Elektronendonor zu reduzieren (Abb. 26 B und C). Die Daten dieser
Untersuchung legen nahe, dass in A. woodii die Reduktion von Phenylacrylaten durch ein





Abb. 26.   H2-abhängige Reduktion verschiedener Phenylacrylate durch A. Caffeat-induzierte, B. Ferulat-
induzierte  und  C.  p-Cumarsäure-induzierte  Suspensionen  ruhender  Zellen  von  A.  woodii. Die
Zellsuspensionen (A. 1,35 mg Protein/ml; B. 1,0 mg Protein/ml; C. 1,89 mg Protein/ml) wurden in einem
Schüttelwasserbad bei 30°C in Gegenwart von 10 mM NaCl 10 min inkubiert. Zum Zeitpunkt t = 0 min erfolgte
die  Zugabe  des  jeweiligen  Phenylacrylats  in  einer  Endkonzentration  von  10  mM.  Zu  den  angegebenen
Zeitpunkten wurden Proben entnommen, deren Phenylacrylatkonzentration photometrisch bei einer Wellenlänge
von 312 nm (Caffeat, Ferulat) und 286 nm (p-Cumarsäure) bestimmt wurde. Die eingerahmten Zahlen geben die
spezifische Reduktionsrate in nmol Phenylacrylat/min x mg Protein wieder.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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4.2 Immunologischer Nachweis der Induktion von EtfA und EtfB
4.2.1   Herstellung spezifischer Antiseren gegen EtfA und EtfB aus A. woodii
Für  die  Analyse  der  Induktion  von  EtfA  und  EtfB  wurden  spezifische  polyklonale
Antiseren generiert. Dazu wurden die Proteine aus A. woodii als heterologe Fusionsproteine in
E. coli DH5a überproduziert. Dabei kam das MalE-System von New England Biolabs zur
Anwendung. Das Gen, welches für das zu produzierende Protein kodiert, wird hierbei am
5´-Ende mit dem für das Maltose-Bindeprotein kodierenden malE-Gen aus E. coli fusioniert.
Dies ermöglicht die Überproduktion großer Mengen des gewünschten Proteins in löslicher
Form. Ferner kann der MalE-tag zur Aufreinigung des Fusionsproteins genutzt werden.
Unter  Verwendung  der  spezifischen  Oligonukleotide  EtfA_forward  BamHI  und
EtfA_reverse SalI wurden in das Genfragment etfA mittels PCR Restriktionsschnittstellen
inseriert. Als Matrize diente das Plasmid TOPO-etfA. Das erhaltene PCR-Produkt einer Größe
von 900 Bp wurde gereinigt, restringiert und in das Plasmid pMal-C2 kloniert. Basierend auf
der  zur  Verfügung  stehenden  Sequenzinformation  des etfB/etfA-Fragments wurden die
spezifischen Oligonukleotide EtfB_forward EcoRI und EtfB_reverse PstI abgeleitet, mit
deren  Hilfe  ein  504  Bp-großes  etfB-Fragments  aus  TOPO-etfBA amplifiziert und mit
entsprechenden Restriktionsschnittstellen versehen wurde. Das PCR-Produkt wurde gereinigt,
restringiert und in das Plasmid pMal-C2 kloniert. E. coli DH5α wurde mit den Plasmiden
pMal-etfA und pMal-etfB transformiert. Die heterologe Überproduktion von MalE-EtfA bzw.
MalE-EtfB erfolgte in 500-ml-Kulturen und wurde durch die Zugabe von IPTG bei einer
OD600 von 0,5 induziert. Die produzierten Proteine wiesen molekulare Massen der erwarteten
Größenordnung  auf  (MalE-EtfA:  75  kDa;  MalE-EtfB:  60  kDa;  Abb.  27).  Die
überproduzierten  MalE-Fusionsproteine  wurden  anschliessend  mittels
Affinitätschromatographie aufgereinigt. Gereinigte Fraktionen der heterologen Proteine
wurden für die Immunisierung von Kaninchen zur Generierung von Antiseren gegen EtfA
und EtfB herangezogen.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb. 27.   Heterologe Produktion von EtfA und EtfB aus A. woodii als MalE-Fusionsproteine in E. coli.
E. coli DH5α, der mit den Plasmiden pMal-etfA oder pMal-etfB transformiert worden war, wurde in 500 ml
LBAmp-Medium angezogen. Die Produktion der Fusionsproteine MalE-EtfA und MalE-EtfB wurde durch Zugabe
von 0,3 mM IPTG induziert. Dargestellt sind Coomassie-gefärbte 12%ige Polyacrylamidgele, in denen Proben
aus Kulturen vor der IPTG-Zugabe (- IPTG) und drei Stunden nach der Induktion der Überproduktion (+ IPTG)
aufgetrennt wurden.
Nach der finalen Blutentnahme aus den immunisierten Kaninchen wurden die gewonnenen
Antiseren auf ihre Spezifität getestet. Dazu wurden 50-ml-Kulturen von A. woodii  mit
Fruktose in Gegenwart oder in Abwesenheit von 10 mM Caffeat angezogen. Nach Erreichen
der spätexponentiellen Wachstumsphase erfolgte die Ernte der Zellen. Zu diesem Zeitpunkt
waren 90 – 95% des zugegebenen Caffeats reduziert.
Trotz  einiger  unspezifischer  Bindungen  konnten  mit  den  Antiseren  Proteine  einer
molekularen Masse von rund 45 kDa (EtfA) und 30 kDa (EtfB) detektiert werden, die nur in
Gegenwart von Caffeat nachzuweisen waren (Abb. 28). Die in der Immunoblot-Analyse
detektierten  Proteine  entsprachen  in  ihrer  molekularen  Masse  den  mittels  2D-
Gelelektrophorese identifizierten Caffeat-induzierten Proteinen.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb. 28.   Untersuchung der Spezifität der Antiseren gegen EtfA und EtfB. 50-ml-Kulturen von A. woodii
wurden mit 20 mM Fruktose in Gegenwart (+ Caffeat) oder in Abwesenheit von Caffeat (- Caffeat) angezogen.
Zelllysate wurden mittels 12%iger SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert.
Die anschliessende immunologische Untersuchung der Proben erfolgte mit den Antiseren gegen EtfA und EtfB.
4.2.2  Analyse  der  Induktion  von  EtfA  und  EtfB  durch  Phenylacrylate  und
strukturell ähnliche Verbindungen
Wie  unter  4.1  gezeigt,  erfolgt  in  A.  woodii  die  Reduktion  von  Phenylacrylaten
offensichtlich mit Hilfe eines einzigen enzymatischen Systems, das in Gegenwart dieser
Verbindungen induziert wird. Die Caffeat-induzierten Proteine EtfA und EtfB könnten Teil
eines solchen Systems sein. Das von ihnen gebildete Elektronentransfer-Flavoprotein spielt
daher möglicherweise nicht nur bei der Caffeatreduktion eine Rolle, sondern könnte als
universeller Mediator der Phenylacrylat-Reduktion fungieren. Ein Indiz dafür wäre die
Induktion von EtfA und EtfB in Gegenwart verschiedender Phenylacrylate.
Zur Klärung dieser Frage wurde A. woodii mit 20 mM Fruktose in Gegenwart von 10 mM
Caffeat,  Ferulat  oder  p-Cumarsäure  (Abb.  29  A)  angezogen.  Nach  Erreichen  der
spätexponentiellen  Wachstumsphase  wurden  die  Zellen  geerntet  und  wie  unter  4.2.1
beschrieben aufgearbeitet. Die Induktion von EtfA und EtfB wurde mittels Western-Blot-
Analysen mit spezifischen Antiseren untersucht. Wie in Abb. 29 B ersichtlich, wurden die
Proteine nicht nur durch Caffeat, sondern auch in Gegenwart der Phenylacrylate Ferulat oder




Abb. 29.   A. Struktur der Phenylacrylate Caffeat, Ferulat und p-Cumarsäure. B. EtfA und EtfB werden
durch verschiedene Phenylacrylate induziert. A. woodii wurde mit 20 mM Fruktose in Gegenwart von 10 mM
Caffeat, Ferulat oder p-Cumarsäure oder in Abwesenheit eines Phenylacrylats (Kontrolle) angezogen. Zelllysate
wurden  mittels  SDS-PAGE  aufgetrennt  und  auf  PVDF-Membranen  transferiert.  Die  anschliessende
immunologische Untersuchung der Proben erfolgte mit den Antiseren gegen EtfA und EtfB.
Nachfolgend wurde untersucht, ob in Gegenwart von Verbindungen mit zu Phenylacrylaten
strukturellen Ähnlichkeiten wie Syringat, Vanillat, Hydrocaffeat oder Fumarat (Abb. 30 A;
vgl. hierzu auch Abb. 4 der Einleitung) die Produktion von EtfA und EtfB induziert wird. Wie                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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in Abb. 30 B ersichtlich, erfolgte in Gegenwart dieser Verbindungen keine Induktion von
EtfA und EtfB. Dagegen hatten Zellen, die in Anwesenheit des Phenylacrylats Caffeat
gewachsen waren, die beiden Proteine produziert.
Zusammengefasst deuten diese Versuche auf eine Funktion für EtfA und EtfB hin, die
ausschliesslich mit der Reduktion von Phenylacrylaten zussammenhängt und legen eine
Beteiligung der Proteine am Phenylacrylat-induzierten Reduktionsappart von A.woodii nahe.
A.
B.
Abb. 30.   A. Verbindungen mit strukturellen Ähnlichkeiten zu Phenylacrylaten. B. Die Induktion von
EtfA und EtfB erfolgt ausschliesslich durch Phenylacrylate.  A.  woodii wurde mit 20 mM Fruktose in
Gegenwart von 10 mM einer der oben angegebenen Verbindungen angezogen. Die Kontrollkultur enthielt nur
Fruktose.  Zelllysate  wurden  mittels  SDS-PAGE  aufgetrennt  und  auf  PVDF-Membranen  transferiert.  Die
anschliessende immunologische Untersuchung der Proben erfolgte mit den Antiseren gegen EtfA und EtfB.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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4.2.3  Die Induktion von EtfA und EtfB durch Caffeat bei Wachstum auf
verschiedenen Substraten
In  A.  woodii  kann  die  Reduktion  von  Phenylacrylaten  sowohl  bei
chemoorganoheterotrophem als auch bei chemolithoautotrophem Wachstum beobachtet
werden (Bache und Pfennig, 1981; Tschech und Pfennig, 1984; Hansen et al., 1988). Dies
lässt den Schluß zu, dass die bei der Substratoxidation freiwerdenden Elektronen auf ein
zentrales input-Modul übertragen werden, welches diese direkt oder indirekt an eine terminale
„Phenylacrylat-Reduktase“  weiterleitet.  Diese  Kanalisierung  der  Elektronen  wird
möglicherweise durch ein aus EtfA und EtfB bestehendes ETFP vermittelt. Die Induktion von
EtfA und EtfB bei Wachstum auf verschiedenen Substraten wurde deshalb im Folgenden
untersucht. A.  woodii wurde in 50-ml-Kulturen in Gegenwart von 10 mM Caffeat mit
Fruktose, Formiat, Methanol oder H2 + CO2 angezogen. Die Zellen wurden nach Erreichen
der spätexponentiellen Wachstumsphase geerntet und wie unter 6.1 beschrieben für die
Western-Blot-Analyse aufgearbeitet.
Sowohl  unter  chemoorganoheterotrophen  als  auch  chemolithoautotrophen
Wachstumsbedingungen erfolgt in Gegenwart von Caffeat die Induktion von EtfA und EtfB.
Zusammen mit der beobachteten Induktion durch verschiedene Phenylacrylate kann dies als
weiterer Hinweis auf die zentrale Rolle des EtfA/EtfB-Proteins als Elektronenmediator bei
der Reduktion von Phenylacrylaten interpretiert werden.                                                                                                                                               Experimente und Ergebnisse
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Abb. 31.   Die Induktion von EtfA und EtfB durch Caffeat bei Wachstum auf verschiedenen Substraten.
A. woodii wurde in Gegenwart von 10 mM Caffeat mit 20 mM Fruktose, 60 mM Methanol, 200 mM Formiat
oder  H2  +  CO2 angezogen. Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen
transferiert. Die anschliessende immunologische Untersuchung der Proben erfolgte mit den Antiseren gegen
EtfA und EtfB.                                                                                                                                                                            Diskussion
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Diskussion
1.  Die Nutzung alternativer terminaler Elektronenakzeptoren bei acetogenen
Bakterien - Die Regulation des Elektronenflusses
Bei  acetogenen  Bakterien  werden  im  Wood-Ljungdahl-Weg  die  im  Stoffwechsel
anfallenden Elektronen auf den terminalen Akzeptor CO2 übertragen, der sukzessive zu
Acetat reduziert wird. Untersuchungen der letzten Jahre zeigten allerdings, dass unter
bestimmten Bedingungen die Acetogenese nicht der bevorzugte Stoffwechselweg ist, sondern
die Elektronen in Gegenwart alternativer terminaler Akzeptoren auf diese umgeleitet werden.
Die für die Nutzung dieser Elektronenakzeptoren notwendigen Komponenten werden nicht
konstitutiv  produziert.  So  wird  beispielsweise  die  Fähigkeit  zur  Nitratreduktion  in
M. thermoacetica oder zur Caffeatreduktion in A. woodii erst in Gegenwart des jeweiligen
Akzeptors induziert (Fröstl et al., 1996; Imkamp und Müller, 2002). Die zugrunde liegenden
regulatorischen Mechanismen dieser Induktion sowie der Umleitung des Elektronenflusses
sind bisher weitgehend unbekannt.
In Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass Nitrat-supplementierte Kulturen von
M. thermoacetica oder M. thermoautotrophica bei heterotrophem Wachstum weniger oder
kein Acetat bilden (Seifritz et al., 1993), wurde gezeigt, dass autotrophes Wachstum in
mineralischem Minimalmedium mit H2 und CO2 in Gegenwart von Nitrat nicht mehr möglich
ist (Fröstl et al., 1996). Nitrat scheint offenbar den Wood-Ljungdahl-Weg zu inhibieren.
Einen  ersten  Hinweis  auf  die  Ursache  dieser  Inhibition  lieferte  die  Entdeckung,  dass
Membranen von M. thermoacetica und M.  thermoautotrophica  aus Nitrat- oder Nitrit-
supplementierten Kulturen keine b-Typ-Cytochrome mehr enthalten (Fröstl et al., 1996,
Seifritz et al., 2003). Diese membranständigen Elektronenüberträger spielen bei diesen
Bakterien in der Acetogenese eine essentielle Rolle bei der Reduktion von Methylen-
Tetrahydrofolat zu Methyl-THF. Über den Einfluß von Nitrat auf die Enzyme des Wood-
Ljungdahl-Weges liegen widersprüchliche Daten vor. Untersuchungen von FRÖSTL et al.
(1996) ergaben, dass bei M. thermoacetica die Gegenwart von Nitrat  keinen Einfluß auf diese
Enzyme zu haben scheint. Im Gegensatz dazu beobachteten ARENDSEN et al. (1999) eine
signifikante Abnahme der CODH/ACS- und Methyltransferase-Aktivität. Mittels Western-
Blot-Analysen wurde gezeigt, dass bei Wachstum in Gegenwart von Nitrat die Menge der
CODH/ACS um 50%, die Methyltransferase um 70% zurückgeht. Northern-Blot-Analysen                                                                                                                                                                            Diskussion
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zeigten, dass die Regulation offenbar auf transkriptioneller Ebene erfolgt. Gene, die für
Komponenten der Nitrat-Reduktion kodieren, schienen dagegen verstärkt exprimiert zu
werden.
Regulatorische Funktion hinsichtlich des Elektronenflusses geht offensichtlich auch von
CO2  aus.  So  kann  M.  thermoautotrophica  Dimethylsulfoxid  nur  unter
CO2-Mangelbedingungen als terminalen Akzeptor nutzen (Beaty und Ljungdahl, 1991).
Clostridium  formicoaceticum  kann  mit  Fumarat  als  alleiniger  Kohlenstoff-  und
Energiequelle  wachsen.  Das  Bakterium  setzt  in  Abwesenheit  von  CO2  Fumarat durch
Disproportionierung wie folgt um:
Fumarat + H2O  →  Acetat + 2 CO2 + 4 [H]
2 Fumarat + 4 [H]  →  2 Succinat
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
3 Fumarat + 2 H2O  →  2 Succinat + Acetat + 2 CO2
Die bei der Oxidation von Fumarat zu Acetat und CO2 anfallenden Elektronen werden nicht
auf einen externen Akzeptor übertragen, sondern für die Reduktion von weiterem Fumarat
verwendet  (Dorn  et  al.,  1978a).  Im  Gegensatz  dazu  bilden  Fumarat-fermentierende
Suspensionen von C.  formicoaceticum  in  Gegenwart  von  CO2  vermehrt  Acetat  und
entsprechend weniger Succinat (Dorn et al., 1978a). Das Bakterium kann in Abwesenheit von
CO2  Fumarat,  unabhängig  von  der  Disproportionierung,  auch  ausschliesslich  als
Elektronenakzeptor nutzen. Elektronen, die bei der Oxidation von Methanol oder der Methyl-
Gruppe von Vanillat anfallen, werden auf Fumarat übertragen (Matthies et al., 1993). In
Gegenwart  von  CO2  werden  die  anfallenden  Elektronen  allerdings  preferentiell  zur
Acetogenese  genutzt.  Eine  Reduktion  von  Fumarat  zu  Succinat  konnte  unter  diesen
Bedingungen nicht beobachtet werden. Nach vollständigem Verbrauch des Methanols oder
Vanillats erfolgt die Disproportionierung des Fumarats zu Acetat und CO2, wobei dies
allerdings nicht mit einer weiteren Zunahme der Zelldichte einhergeht.
R. productus ist in der Lage, die O-Methylgruppe von Ferulat als alleinige Energie- und
Kohlenstoffquelle zu nutzen, wobei die Acrylatseitenkette der Verbindung gleichzeitig als
terminaler  Elektronenakzeptor  verwendet  werden  kann  (Misoph et al.,  1996).  Unter
CO2-Mangelbedingungen setzt das Bakterium zunächst Ferulat vollständig zu Hydroferulat
und Hydrocaffeat um, wobei nur geringe Mengen Acetat synthetisiert weden. Einhergehend
mit einem Anstieg der Acetatsynthese erfolgt dann die Umsetzung des Hydroferulats. Die                                                                                                                                                                            Diskussion
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Zelldichte  nimmt  dabei  nur  noch  geringfügig  zu.  In  Gegenwart  von  CO2  wurden die
Elektronen gleichermaßen zur Bildung von Acetat und zur Reduktion von Ferulat genutzt.
Regulatorische Mechanismen, die eine gleichzeitige und daher energetisch ungünstigere
Nutzung  von  zwei  Elektronenakzeptoren  verhindern,  existieren  bei  R.  productus
offensichtlich nicht. Die Aktivität von für die Umsetzung von Phenylacrylaten notwendigen
Enzymen scheint durch CO2 beeinflußt zu sein. Zellen, die mit Ferulat in Gegenwart von CO2
gewachsen waren, wiesen stark verminderte O-Demethylase- und Phenylacrylatreduktase-
Aktivität auf.
Inhibitorische Effekte durch CO2 konnten bei A. woodii im  Zusammenhang  mit  der
Nutzung von Caffeat als terminalen Elektronenakzeptor nicht beobachtet werden (Tschech
und Pfennig, 1984). Auch in Gegenwart von CO2 wurden die Elektronen von Substraten wie
Formiat  oder  Methanol  auf  Caffeat  übertragen,  was  mit  verringerter  Acetatbildung
einherging.
2.  Mechanismen der Generierung eines transmembranen Na
+-Potentials im Zuge
     der H2-abhängigen Caffeatreduktion in A. woodii
Die H2-abhängige Caffeatreduktion in A. woodii geht einher mit der Generierung eines
transmembranen Na
+-Gradienten (Imkamp und Müller, 2002). Dies erfordert die Gegenwart
von  mindestens  einem  membranständigen  Enzym,  welches  das  Potentialgefälle  des
Elektronentransportes energetisch nutzt, um Na
+ über die Membran zu translozieren. Es war
daher zu erwarten, dass die Entfernung membrangebundener Komponenten eine starke
Verminderung  oder  völliges  Erliegen  der  Reduktions-Aktivität  nach  sich  zieht.
Überraschenderweise war nach Auftrennung von zellfreiem Rohextrakt, der die H2-abhängige
Caffeatreduktion vermittelte, die Aktivität ausschliesslich im Cytoplasma lokalisiert und
durch die Zugabe von Membranen nicht weiter zu stimulieren. Ein Grund hierfür könnte sein,
dass im Zuge der Extraktpräparation membranständige, für die Reduktion von Caffeat
relevante Komponenten abgeschert wurden.
Weiterführende  Untersuchungen  zeigten,  dass  die  Caffeatreduktion  in  der  löslichen
Fraktion auch mit NADH + H
+ als Elektronendonor funktioniert. Daran ist wahrscheinlich das
ETFP beteiligt, das später diskutiert wird. Damit blieb als ein mögliches membranständiges
Glied  der  Elektronentransportkette  z.  B.  die  Reduktion  von  NAD
+  durch  eine                                                                                                                                                                            Diskussion
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membrangebundene Elektronendonor:NAD
+-Oxidoreduktase. An Membranen konnte dann
auch eine NADH-oxidierende Aktivität nachgewiesen werden. Diese wird im Folgenden
diskutiert.
2.1 Ionen-translozierden NADH-Dehydrogenasen
Die Hypothese der Beteiligung eines membranständigen NADH-oxidierenden Enzyms an
der Caffeatreduktion führte ferner zu der Annahme, dass das Enzym als Na
+-Pumpe fungieren
könnte und die Generierung des transmembranen Na
+-Potentials bewerkstelligt. Mehrere
Typen membranständiger, NADH-oxidierender Enzyme sind in Bakterien bekannt, die die
Translokation von Ionen vermitteln bzw. für die eine solche Funktion angenommen wird. Im
Folgenden werden deren Eigenschaften beschrieben. Aus Gründen der Vereinfachung werden
im Folgenden alle genannten Enzyme, die in vivo oder in vitro NADH + H
+ oxidieren oder
NAD
+  reduzieren  und  an  der  Membran  lokalisiert  sind  als  NADH-Dehydrogenasen
bezeichnet.
Die NADH-Dehydrogenase I (NDH-I) der bakteriellen Atmungskette, einem zum Komplex
I in Mitochondrien homologen Komplex, besteht, je nach Organismus, aus 13 oder 14
Untereinheiten, die durch das hochkonservierte nuo-Operon kodiert werden (Friedrich, 1998;
Yagi et al., 1998). Als Kofaktoren wurden ein nicht-kovalent gebundener FMN-Rest sowie
mindestens fünf Fe-S-Cluster identifiziert. Das Enzym katalysiert den Transfer von zwei
Elektronen von NADH + H
+ zu Ubichinon. Im Zuge dieser Reaktion erfolgt die Translokation
von H
+ aus dem Cytoplasma. Die ermittelte H
+/e
- Stöchiometrie beträgt 1,5 (Bogachev et al.,
1996). Untersuchungen von KREBS et al. (1999), GEMPERLI et al. (2002, 2003) und
STEUBER et al. (2000) lieferten Hinweise, dass die NDH-I aus K. pneumoniae und E. coli
die Translokation von Na
+ vermittelt. Die Zugabe von NADH oder Deamino-NADH zu
invertierten Membranvesikeln von E. coli resultierte in einer Akkumulation von Na
+  im
Lumen der Vesikel. Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP), einem Protonophor,
hatte keinen Einfluß auf die Na
+-Translokation. Die Ergebnisse der Versuche von STOLPE
und FRIEDRICH (2004) wiedersprechen allerdings der Hypothese einer Na
+-translozierenden
NDH-I. Das gereingte und in Proteolipsomen rekonstituierte Enzym aus E. coli fungierte
ausschliesslich als H
+-Pumpe und vermittelte keine Na
+-Translokation. Bezüglich der Na
+-
Translokation  durch  die  NDH-I  in  K.  pneumoniae sind die Daten ähnlich diskrepant.
Untersuchungen von BERTSOVA und BOGACHEV (2004) lieferten Hinweise, dass die                                                                                                                                                                            Diskussion
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Oxidation von NADH durch die NDH-I in diesem Bakterium nicht mit der Translokation von
Na
+  einhergeht.  K.  pneumoniae  verfügt  über  drei  NADH-Dehydrogenasen,  die  sich
hinsichtlich  ihres  Substrat-Spektrums  unterschieden.  Die  NDH-I  sowie  die  durch  die
nqr-Gene kodierte NADH-Chinon-Oxidoreduktase (siehe unten) sind in der Lage sowohl
NADH als auch Deamino-NADH zu oxidieren. Das dritte NADH-oxidierende Enzym, die
NDH-II, kann auschliesslich NADH als Substrat nutzen, wobei die NADH-Oxidation nicht
mit der Translokation von Ionen einhergeht. Es wurde gezeigt, daß die Oxidation von
Deamino-NADH durch invertierte Membranvesikel von nou-Deletionsmutanten durch Na
+
stimulierbar war und durch Piericidin A, einem NDH-I spezifischer Inhibitor, nicht gehemmt
wurde. Im Gegensatz dazu war die durch Membranvesikel einer nqr-Deletionsmutante
vermittelte Demino-NADH-Oxidation Na
+-unabhängig und durch Piericidin A inhibierbar.
Diese Beobachtung legte den Schluß nahe, daß die mit der NADH-Oxidation gekoppelte Na
+-
Translokation in K. pneumoniae durch die NADH-Chinon-Oxidoreduktase vermittelt wird.
Dieser Typus Ionen-translozierender NADH-Dehydrogenasen wurde erstmals in Vibrio
alginolyticus nachgewiesen (Unemoto et al., 1977; Tokuda und Unemoto, 1981). Die NADH-
Chinon-Oxidoreduktase (NQR) dieses marinen Bakteriums koppelt die exergone NADH-
Oxidation mittels Ubichinon mit der Translokation von Na
+. Die initiale Oxidation von
NADH  +  H
+  ist  ein  Na
+-unabhängiger Reaktionsschritt und kann spezifisch durch Ag
+
gehemmt werden, ein Merkmal das die NQR von den NDH-I unterscheidet (Hayashi et al.,
1992; Bourne und Rich, 1992; Unemoto et al.,  1993). Dagegen ist die Reduktion des
Ubichinons  durch  zwei  Ein-Elektronentransfers  strikt  Na
+-abhängig  und  ist  mit  der
Translokation  von  Na
+  gekoppelt  (Hayashi  und  Unemoto,  1987).  Die  Ubichinon-
Reduktionsaktivität  des  Enzyms  wird  durch  Chinon-Analoga  wie  2-Heptyl-4-
hydroxychinolin-N-oxide (HQNO) oder das Antibiotikum Korormicin inhibiert (Yoshikawa
et al., 1997; Nakayama et al., 1999; Yoshikawa et al., 1999). Die NQR katalysiert in der
Summe die gleiche Reaktion wie die NDH-I, unterscheidet sich aber wesentlich bezüglich der
Untereinheitenzusammensetzung und der Redoxkofaktoren.  Das Enzym aus V. alginolyticus
besteht aus sechs Untereinheiten (Nqr A-F), die durch sechs Gene kodiert werden, die in
einem etwa 5 kBp großen Operon organisiert sind (Beattie et al., 1994; Hayashi et al., 1994;
Nakayama et al.,  1998).  Ein  nicht-kovalent  gebundenes  FAD,  zwei  weitere,  kovalent
gebundene  Flavine,  ein  Fe-S-Cluster,  sowie  Ubichinon-8  vermitteln  als  prosthetische
Gruppen die Redoxreaktionen der NQR (Pfenninger-Li und Dimroth, 1995; Zhou et al., 1999;
Nakayama et al., 2000).                                                                                                                                                                            Diskussion
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Wie bereits erwähnt koppeln sowohl die NDH-I als auch die NQR die NADH-Oxidation mit
der  Reduktion  von  Chinonen  und  schleusen  so  Elektronen  in  membranständige
Atmungsketten  ein.  Das  Fehlen  von  Chinonen  und  anderen  membrangebundenen
Elektronenüberträgern in A. woodii läßt daher eine Beteiligung eines Enzymes vom Typ der
genannten  NADH-Dehydrogenasen  an  der  Caffeatreduktion  eher  unwahrscheinlich
erscheinen.
Eine Erweiterung der Gruppe Ionen-translozierender NADH-Dehydrogenasen stellen
möglicherweise die erstmals in Rhodobacter capsulatus identifizierten Rnf-(Rhodobacter
nitrogen  fixation)-Komplexe  dar,  die  durch  ein  sieben  Gene  umfassendes  Operon
(rnfABCDGEH) kodiert werden (Schmehl et al., 1993; Jouanneau et al., 1998). Es wurde
gezeigt, dass sechs dieser Proteine essentiell für die Stickstofffixierung sind. Insertions- und
Deletionsmutanten  wiesen stark verringerte Nitrogenase-Aktivität auf. Die auf Grund der
abgeleiteten Aminosäuresequenzen gemachten Strukturvorhersagen lieferten erste Hinweise,
dass die Rnf-Proteine einen membranständigen Komplex ausbilden. Wachstumsversuche in
Gegenwart von Metronidazol führten schliesslich zu der Hypothese, dass dieser Komplex eine
Oxidoreduktase darstellen könnte, die Elektronen eines unbekannten Donors auf Ferredoxin
überträgt, das als Elektronendonor der Nitrogenase fungiert (Schmehl et al., 1993; Masepohl
und Klipp, 1996). Die antibakterielle Verbindung Metronidazol wird durch Ferredoxin zu
toxischen Derivaten reduziert (Schmidt et al., 1977; Hallenbeck und Vignais, 1981). Im
Gegensatz zu Wildtyp-Zellen war bei Rnf-Mutanten in Gegenwart von Metronidazol das
Wachstum nur geringfühgig eingeschränkt, was SCHMEHL et al. (1993) auf den niedrigeren
Gehalt der Zellen an reduziertem Ferredoxin zurückführten. Weiterführende Sequenzanalysen
des rnf-Operons enthüllten die Ähnlichkeiten von RnfA, D, G und E zu membranständigen
Untereinheiten der Na
+-translozierenden NQR aus V. alginolyticus (Kumagai et al., 1997;
Jouanneau et al., 1998). Zudem weist RnfC ein NADH- und ein FMN-Bindemotiv auf, wie
sie in bakteriellen und mitochondrialen NDH-I zu finden sind. KUMAGAI et al. (1997)
postulieren daher, dass die Rnf-Proteine einen membranständigen Komplex ausbilden, der die
NADH-abhängige Reduktion von Ferredoxin vermittelt. Als Triebkraft für diese endergone
Reaktion dient dabei das Na
+- (oder H
+) Potential.
Gencluster, die eine hohe Ähnlichkeit bezüglich der genetischen Organisation und der
Sequenz des rnf-Operons aus R. capsulatus aufweisen, finden sich auch in zahlreichen
Bakterien, die nicht in der Lage sind, Stickstoff zu fixieren, darunter E. coli, H. influenzae
oder C. tetani (Fleischmann et al., 1995; Kumagai et al., 1997; Brüggemann et al., 2003). Aus
Membranen von  C. tetanomorphum wurde eine NADH-Dehydrogenase gereinigt, deren                                                                                                                                                                            Diskussion
90
Untereinheiten große Ähnlichkeiten zu den Rnf-Proteinen aus C. tetani aufweisen (Kim et al.,
2004; Jayamani et al., 2005). Das Enzym vermittelt in vitro neben der NADH-abhängigen
Reduktion artifizieller Akzeptoren wie Kaliumhexacyanoferrat die Reduktion von NAD
+ zu
NADH + H
+ durch reduziertes Ferredoxin. Der Rnf-Komplex in C. tetanomorphum spielt
wahrscheinlich eine zentrale Rolle bei der Aminosäurefermentation (Kim et al.,  2004;
Boiangiu et al., 2005). Das Bakterium setzt Glutamat zu Pyruvat und Acetat um, Pyruvat wird
dann durch die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase zu CO2 und Acetyl-CoA umgewandelt.
Letzteres wird weiter zu Butyrat umgesetzt. HÄRTEL et al. (1996) zeigten, dass etwa 20%
des reduzierten Ferredoxins, das im Zuge der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase-Reaktion
entsteht, durch Reduktion von H
+ zu H2 regeneriert wird. Die restlichen 80% fungieren als
Elektronendonor bei der Bildung von Butyrat. KIM et al. (2004) postulierten, dass der Rnf-
Komplex dabei Ferredoxin oxidiert und NAD
+  zu  NADH  +  H
+  reduziert,  das  für  die
reduktiven  Prozesse  der  Butyratbildung  benötigt  wird.  Damit  einhergehend  wird  die
Möglichkeit diskutiert, dass diese als Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase (FNOR) fungierende
NADH-Dehydrogenase  die  exergone  Ferredoxin-abhängige  NADH-Bildung  mit  der
Translokation von Na
+ koppelt (Abb. 32).
Abb. 32.   Hypothetisches Schema der Glutamatverwertung in C. tetanomorphum unter Beteiligung des
membranständigen  Rnf-Komplexes.  Das  Schema  gibt  nicht  die  korrekten  Stöchiometrien  der
Glutamatverwertung wieder. Fdred./ox., Ferredoxin, reduziert/oxidiert; CM, Cytoplasmamembran. Erläuterung,
siehe Text.                                                                                                                                                                            Diskussion
91
Das Enyzm würde also in die entgegengesetzte Richtung funktionieren, wie es für den Rnf-
Komplex aus R. capsulatus postuliert wurde (Kumagai et al., 1997). Allerdings konnte in
einem Bereich von 50 µM bis 50 mM keine Abhängigkeit der Abhängigkeit von Na
+
gefunden werden, was einen Hinweis auf die Funktion als Na
+-Pumpe darstellen würde. Dies
spricht gegen eine Funktion als Na
+-Pumpe könnte aber auch auf einen sehr niedrigen Km des
Enzyms  für  Na
+zurückzuführen  sein.  Die  Rekonstituierung  des  gereingten  Enzyms  in
Proteoliposomen sollte Aufschluß darüber geben, ob im Zuge der Reduktion von NAD
+ durch
reduziertes Ferredoxin Ionen transloziert werden.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen enzymatischer Aktivitäten in
A. woodii ergaben, dass gewaschene Membranen neben der NADH-abhängigen Reduktion
von artifiziellen Mediatoren auch die Ferredoxin-abhängige Reduktion von NAD
+ vermitteln.
Obwohl die von NADH-Dehydrogenasen katalysierten Reaktionen generell reversibel sind,
ist unklar ob beide Aktivitäten durch das selbe Enzym bewerkstelligt werden. Dennoch weist
diese  Beobachtung  auf  die  Gegenwart  einer  membranständigen  Ferredoxin-NAD
+-
Oxidoreduktase in A. woodii hin. Im Folgenden wird die Beteiligung eines solchen Enzyms
an der H2-abhängigen Caffeatreduktion und die weiteren Hinweise auf dessen Gegenwart
erörtert.
2.2 Die mögliche Rolle einer Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase (FNOR) bei der
H2-abhängigen Caffeatreduktion in A. woodii
Der initiale Schritt der Reaktionssequenz H2 + Caffeat → Hydrocaffeat ist die Oxidation
von  H2, die durch eine Hydrogenase vermittelt wird. Unklar ist gegenwärtig, ob diese
Reaktion durch ein lösliches oder membranständiges Enzym vermittelt wird. Die Gegenwart
einer löslichen Fe-Hydrogenase wurde sowohl biochemisch als auch molekularbiologisch
nachgewiesen (Ragsdale und Ljungdahl, 1984; Dengl, 2004). Interessant ist in diesem
Zusammenhang,  dass  die  von  RAGSDALE  und  LJUNJGDAHL  (1984)  aus  A. woodii
gereingte  Hydrogenase  neben  artifiziellen  Mediatoren  auch  Ferredoxin  als
Elektronenakzeptor nutzen kann. Es ist daher denkbar, dass die initiale H2-Oxidation mit der
Bildung von reduziertem Ferredoxin einhergeht. Ähnlich der FNOR in C. tetanomorphum, die
NADH + H
+ für reduktive Prozesse der Buttersäurebildung bereitstellt, könnte eine FNOR in
A. woodii das durch die Hydrogenase reduzierte Ferredoxin zur Bildung von NADH + H
+                                                                                                                                                                            Diskussion
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nutzen, das als Elektronendonor für die Reduktion des terminalen Akzeptors Caffeat fungiert.
Die bei der Untersuchung der Caffeatreduktion in zellfreien Systemen beobachteten hohen
spezifischen  Aktivitäten  der  NADH-abhängigen  Caffeatreduktion  legen  eine  derartige
Funktion für NADH nahe.
Eine FNOR könnte in A. woodii, wie für C. tetanomorphum diskutiert, für die Generierung
des transmembranen Na
+-Potentials verantwortlich sein, dass im Zuge der H2-abhängigen
Reduktion von Caffeat aufgebaut wird. Die Reduktion von NAD
+ durch Ferredoxin ist eine
exergone Reaktion (- 20 kJ/mol) und könnte mit der Translokation von Na
+  aus dem
Cytoplasma  gekoppelt  werden.
  Die  Stimulierung  einer  gegebenen  Reaktion  oder
Reaktionssequenz durch Na
+ kann als möglicher Hinweise auf ein Na
+-translozierendes
Enzym gewertet werden. In vorangegangenen Untersuchungen mit ruhenden Zellen war
bereits  gezeigt  worden,  dass  die  Gesamtreaktion  H2  +  Caffeat  → Hydrocaffeat strikt
Na
+-abhängig ist (Imkamp und Müller, 2002). Der ermittelte Km-Wert für Na
+ betrug dabei
380 µM. Im Folgenden wurde der Einfluß von Na
+ auf die Aktivität des membranständigen
NADH-oxidierenden Enzyms untersucht. Die Kaliumhexacyanoferrat-vermittelte NADH-
Oxidation an gewaschenen Membranen unterlag keiner Stimulierung durch Na
+ und war in
Abwesenheit (200 µM) wie Gegenwart (20 mM NaCl) identisch. Unter der Annahme, dass
die NADH-Oxidation von einer Na
+-translozierenden FNOR katalysiert wird, besteht auch die
Möglichkeit,  dass  die  durch  artifizielle  Mediatoren  vermittelte  Reaktion  keiner  Na
+-
Abhängigkeit unterliegt, da die Elektronen bereits vor dem eigentlichen Na
+-translozierenden
Schritt abgegriffen werden. Die ausbleibende Stimulierung der Aktivität könnte aber auch auf
einen sehr niedrigen Km-Wert des Enzyms für Na
+ unter „zellfreien“ Bedingungen hinweisen.
Na
+-freie Versuchsbedingungen sind generell schwer zu etablieren. Für die Herstellung von
Puffern verwendetes destilliertes Wasser und Chemikalien oder Glaswaren stellen Quellen für
Na
+-Kontaminationen dar.  Der  Puffer,  der  für  die  Untersuchung  der  Na
+-Abhängigkeit
membranständiger  NADH-oxdierender  Aktivität  verwendet  wurde,  hatte  eine  Na
+-
Konzentration von 200 µM. Liegt der Km-Wert des Enzyms deutlich darunter, führt die
Zugabe von weiterem NaCl zu keiner Stimulierung der Aktivität.
Wie  oben  beschrieben  weisen  die  Rnf-Komplexe  große  Ähnlichkeit  zu  den  Na
+-
translozierenden NADH-Chinon-Oxidoreduktasen auf, zu deren Charakteristika die Inhibition
durch nanomolare Konzentrationen an Ag
+ gehört (Hayashi et al., 1992; Unemoto et al.,
1993; Steuber et al., 1997; Nakayama et al., 1999). Ob die NADH-oxidierende oder die
NAD
+-reduzierende  Aktivität  der  FNOR  aus  C.  tetanomorphum  oder  anderer  Rnf-
Oxidoreduktasen  durch  Ag
+  gehemmt  wird,  ist  nicht  bekannt.  Auch  die                                                                                                                                                                            Diskussion
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NADH:Kaliumhexacyanoferrat-Oxidoreduktase-Aktivität  an  Membranen  von  A. woodii
wurde durch Ag
+ gehemmt. Dies kann als ein erster Hinweis auf ein Enzym interpretiert
werden, dass möglicherweise strukturelle Ähnlichkeiten zu den Na
+-translozierenden NQR
aufweist. Da die Versuche mit gewaschenen Membranen durchgeführt wurden und bis zur
vollständigen Hemmung der Aktivität relativ hohen Konzentrationen Ag
+ (µM) eingesetzt
werden  mussten,  kann  eine  unspezifische  Inhibition  eines  membranständigen,  NADH-
oxidierenden Enzyms allerdings nicht ausgeschlossen werden. Die Untersuchungen zur Ag
+-
Hemmung der Ferredoxin-abhängigen NAD
+-Reduktion lassen keine eindeutigen Schlüsse
zu.  Das  verwendete  Testsystem  erwies  sich  als  nicht  geeignet,  um  die  Inhibition  der
postulierten  FNOR  durch  Ag
+  zu  untersuchen.  Die  Hemmung  der  Ferredoxin-NAD
+-
Reduktase-Aktivität könnte auf die beobachtete Wechselwirkung des Ag
+ mit Ti-(III)-Citrat,
das als artifizieller Elektronendonor für das Ferredoxin verwendet wurde, zurückzuführen sein
oder einer Inaktivierung des Ferredoxins durch Ag
+ zu Grunde liegen.
Zur Überprüfung der Hypothese einer membranständigen, Na
+-translozierenden FNOR sind
weitere Versuche notwendig. Ein erster Schritt wäre dabei die Untersuchung der Na
+-
Abhängigkeit der Ferredoxin-vermittelten NAD
+-Reduktion an Membranen von A. woodii.
Ob diese Reaktion mit der Generierung eines transmembranen Na
+-Gradienten einhergeht,
könnte  mit  Hilfe  von  invertierten Membranvesikeln untersucht  werden.  Ferner  könnte
überprüft werden, ob die Oxidation von reduziertem Ferredoxin und die daran gekoppelte
Reduktion von NAD
+ mit der Aufnahme von 
22Na
+ gekoppelt ist.
3.  Elektronentransfer-Flavoproteine als Mediatoren von Redoxreaktionen
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  mit  Hilfe  der  2D-Gelelektrophorese  die  Caffeat-
induzierten  Proteine  EtfA  und  EtfB  in  A.  woodii  identifiziert.  Korrespondierende
Genfragmente  wurden  amplifiziert  und  kloniert.  Ein  Vergleich  der  abgeleiteten
Aminosäuresequenzen mit in Datenbanken hinterlegten Sequenzen, zeigte, dass es sich bei
den beiden Proteinen wahrscheinlich um die große α- (EtfA) und die kleine β-Untereinheit
(EtfB) eines Elektronentransfer-Flavoproteins handelt. Somit konnte erstmals ein potentieller
Elektronenüberträger in einem Na
+-abhängigen, acetogenen Bakterium  identifiziert werden.
Die EtfAB-Proteine bilden zusammen mit den FixAB-Proteinen, wie sie in verschiedenen
N2-fixierenden Bakterien vorkommen, und dem YaaQR-Protein aus E. coli eine Gruppe
heterodimerer Elektronenüberträger (Tsai und Saier Jr., 1995). Die Übereinstimmungen in der                                                                                                                                                                            Diskussion
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Primärsequenz  liegen  zwischen  25%  bei  funktionell  unterschiedlichen  Proteinen  und
65 – 70% bei funktionell ähnlichen Elektronenüberträgern. Allgemein weisen die Bereiche
die größten Übereinstimmungen auf, die an der Koordinierung der beiden Kofaktoren FAD
und AMP beteiligt sind (Chen und Swenson, 1994; Roberts et al., 1995; Weidenhaupt et al.,
1996; Roberts et al., 1999).
WEIDENHAUPT et al.  (1996)  teilten  diese  Gruppe  von  Proteinen  in housekeeping-
Elektronenüberträger  ein  und  solche,  die  ein  Organismus  nur  unter  bestimmten
physiologischen Bedingungen oder in Gegenwart bestimmter Kohlenstoffquellen produziert.
Erstere  Gruppe  repräsentieren  die  pro-  und  eukaryontischen  EtfAB-Proteine,  die  als
Elektronenakzeptor für verschiedene Dehydrogenasen der β-Oxidation von Fettsäuren oder
des Aminosäurekatabolismus fungieren (Roberts et al., 1996). Die am besten untersuchten
Beispiele dieser Art stellen die Elektronentransfer-Flavoproteine aus P. denitrificans und aus
H. sapiens dar (Finocchiaro et al., 1988; Bedzyk et al., 1993; Finocchiaro et al., 1993). Die
Kristallstrukturen beider Proteine wurden aufgeklärt (Roberts et al.,  1996,  1999).  Das
reduzierte Elektronentransfer-Flavoprotein wird anschliessend durch eine membranständige
ETF-Ubichinon-Oxidoreduktase  (ETF-Q-OR)  reoxidiert,  welche  die  Elektronen  auf
Ubichinon überträgt und so in die Atmungskette einschleust (Frerman, 1987). Konstitutiv
produzierte  Elektronentransfer-Flavoproteine  spielen  nicht  nur  eine  Rolle  als
Elektronenakzeptoren.  Im  Metabolismus  von  Buttersäure-bildenden  Bakterien  wie
Megasphaera elsdenii (früher: Peptostreptococcus elsdenii),  Butyrivibrio fibrisolvens und
verschiedenen Clostridien fungieren diese Proteine als Elektronendonatoren für reduktive
Prozesse (Whitfield und Mayhew, 1974; Boynton et al., 1996; O´Neill et al., 1998; Asanuma
et al., 2005).
EtfAB aus A. woodii gehört zur Gruppe der induzierten Elektronentransfer-Proteine. Mittels
Western-Blot-Analysen wurde gezeigt, dass das Protein nur in Gegenwart von Caffeat und
anderen Phenylacrylaten in der Zelle nachweisbar war. Die Induktion eines Elektronen-
transferierenden Proteins durch einen alternativen terminalen Elektronenakzeptor wurde auch
für E. coli beschrieben. Unter anaeroben Bedingungen erfolgt in Gegenwart des Akzeptors
Carnitin die Induktion der für das YaaQR-Protein kodierenden Gene und des cai-Operons,
das für die Komponenten der Carnitin-Reduktion kodiert (Eichler et al., 1995; Buchet et al.,
1998). In Gegenwart energetisch günstigerer Elektronenakzeptoren wie Nitrat, Fumarat oder
DMSO wird diese Induktion allerdings repremiert. Für das YaaQR-Protein wurde eine
Funktion  als  Elektronendonor  der  Crotonobetainyl-CoA  Reduktase  postuliert,  die  den
terminalen Schritt der Carnitin-Reduktion katalysiert (Abb. 33; Walt und Kahn, 2002).                                                                                                                                                                            Diskussion
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Abb. 33.   Hypothetisches Schema der Carnitin-Reduktion in E. coli unter anaeroben Bedingungen (nach
Walt und Kahn, 2002). Carnitin wird in die Zelle transportiert und unter Vermittlung von CaiB im Zuge einer
CoA-Transfer-Reaktion zu Carnitinyl-CoA umgewandelt. Dabei entsteht gleichzeitg γ-Butyrobetain, dass aus der
Zelle ausgeschleust wird. CaiD setzt das Carnitinyl-CoA zu Crotonobetainyl-CoA um. Letzteres wird von CaiA,
der  postulierten  Crotonobetainyl-CoA  Reduktase,  zu  γ-Butyrobetainyl-CoA  reduziert.  Die  für  diesen
Reaktionsschritt notwendigen Elektronen werden wahrscheinlich vom YaaQR-Protein geliefert, das durch
Elektronen  reduziert  wird,  die  bei  der  Oxidation  des  Wachstumssubstrates  freigesetzt  werden.  CM,
Cytoplasmamembran.
In  Methylophilus  methylotrophus  wird  die  Produktion  von  EtfAB  durch  die
Kohlenstoffquelle reguliert (Davidson et al., 1986). Nur bei Wachstum auf Trimethylamin
erfolgt die Induktion des Proteins. Es fungiert als Elektronenakzeptor einer koinduzierten
Trimethylamindehydrogenase, welche die oxidative N-Demethylierung von Trimethylamin zu
Dimethylamin und Formaldehyd katalysiert (Steenkamp und Mallinson, 1976).
Auch  die  Produktion  der  Elektronentransfer-Flavoproteine  FixAB  verschiedener  N2-
fixierender Bakterien erfolgt nicht konstitutiv. Die Funktion von FixAB ist unklar. Sie steht
aber offensichtlich in engem Zusammenhang mit der Stickstofffixierung. Die Deletion von
fixA oder fixB geht einher mit dem Verlust dieser Fähigkeit (Weidenhaupt et al., 1996).                                                                                                                                                                            Diskussion
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FixAB ist möglicherweise Teil einer Transportkette, die Elektronen einer Kohlenstoffquelle
zur Nitrogenase transferiert (Gubler und Hennecke, 1986; Earl et al., 1987; Kaminski et al.,
1988; Scott und Ludwig, 2004). Die Expression der entsprechenden Gene erfolgt zusammen
mit  anderen  für  die  Stickstofffixierung  relevanten  Genen  nur  unter
Sauerstoffmangelbedingungen und ist abhängig vom Regulatorprotein NifA sowie dem
σ−Faktor σ
54 (Szeto et al., 1984; Gubler und Hennecke, 1988; Arigoni et al., 1991).
Die gezeigte spezifische Induktion des Elektronentransfer-Flavoproteins in A. woodii durch
Caffeat und andere Phenylacrylate ist ein deutlicher Hinweis auf eine Rolle des Proteins bei
der Reduktion dieser alternativen Elektronenakzeptoren. Das heterodimere EtfAB-Protein
stellt möglicherweise das zentrale Elektronen-Inputmodul der Phenylacrylat-Reduktion dar. In
Analogie  zum  humanen  Protein,  das  die  Elektronen  verschiedenster  mitochondrialer
Dehydrogenasen über die ETF-Q-OR in die Atmungskette einschleust, könnten in A. woodii
die Elektronen verschiedenster Donatoren letztlich durch NADH + H
+ auf das EtfAB-Protein
übertragen werden, welches sie an eine terminale Reduktase weiterleitet. Diese Annahme
wird durch die Beobachtung gestützt, dass NADH + H
+ als Donor für die Reduktion von
Caffeat  fungieren  kann.  Zudem  wurde  für  verschiedene  pro-  und  eukaryontische
Elektronentransfer-Flavoproteine die Fähigkeit beschrieben, NADH + H
+ zu oxidieren und
die Elektronen auf Enzyme zu übertragen, die Reduktionsreaktionen vermitteln (Komuniecki
et al.,  1989;  O´Neill et al.,  1998;  Hetzel et al., 2003; vgl. hierzu auch 4.). Unklar ist
allerdings,  wie  NADH  +  H
+  mit  dem  Elektronentransfer-Flavoprotein interagiert  und
Elektronen auf den Redoxkofaktor FAD übertragen werden könnten. Die genaue Rolle des
AMP-Restes, der als Bestandteil verschiedener  EtfAB-Heterodimere identifiziert wurde (Sato
et al., 1993; DuPlessis et al., 1994; Roberts et al., 1996; Griffin et al., 1997) ist unbekannt.
ROBERTS et al. (1999) schlugen vor, dass es sich bei der AMP-Bindestelle um eine
rudimentäre NADH-Bindestelle eines entwicklungsgeschichtlich älteren Elektronentransfer-
Flavoprotein handeln könnte. Die in silico vorgenommene Überlagerung des AMP-Restes
von NADH mit der AMP-Bindestelle des Proteins aus P. denitrificans, das NADH + H
+ selbst
nicht nutzen kann, zeigte, dass sich der Nikotinamide-Ring in 5 Å Entfernung zum Flavinring
des  FAD-Cofaktors  befände.  Diese  Distanz  würde  den  direkten  Elektronentransfer
ermöglichen.  Interessanterweise  bindet  das  NADH-oxidierende  Elektronen-Transfer-
Flavoprotein aus M. elsdenii kein AMP (Mayhew und Massey, 1971). In der Primärsequenz
der β-Untereinheit sind aber drei der acht Reste, die in H. sapiens das AMP koordinieren,
konserviert.  Ein  weiterer  Aminosäurerest  tritt  durch  eine  konservative  Substitution  in
Erscheinung (O´Neill et al., 1998). Daneben finden sich längere Sequenzabschnitte der AMP-                                                                                                                                                                            Diskussion
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Bindestelle auch in der Sequenz aus M.  elsdenii  wieder.  Daher  wird  die  Möglichkeit
diskutiert, dass in M. elsdenii die β-Untereinheit des Elektronentransfer-Flavoproteins die
Bindestelle des NADH + H
+ darstellt (O´Neill et al., 1998; Roberts et al., 1999). Da das
native Protein bereits kristallisiert wurde, ist eine Klärung dieser Frage durch die Bestimmung
der dreidimensionalen Struktur mittels Röntgenstrukturanalyse zu erwarten (Sharkey et al.,
1997).
Auch  EtfB  aus  A.  woodii  weist  neben  mehreren  Übereinstimmungen  in  der
Aminosäuresequenz drei konservierte Reste auf, die in H. sapiens die Koordinierung des
AMP-Restes bewekstelligen. Ob in A. woodii die β-Untereinheit als AMP- oder, wie für
M.  elsdenii postuliert, als NADH-Bindestelle fungiert, kann gegenwärtig nicht geklärt
werden. Weitere Bereiche, die die von WIERENGA et al. (1985) postulierten Kriterien einer
Dinukleotid-Bindestelle erfüllen, wurden sowohl in den verfügbaren Sequenzen des EtfB-
Proteins als auch des EtfA-Proteins nicht identifiziert.
4.   Betrachtungen zur Caffeat-reduzierenden Aktivität in A. woodii
A.  woodii  kann  neben  Caffeat  eine  Vielzahl  von  Phenylacrylaten  als  terminale
Elektronenakzeptoren nutzen und die Acrylatseitenkette dieser Verbindungen reduzieren. Im
Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Untersuchungen mit Suspensionen ruhender Zellen
lassen den Schluß zu, dass die Reduktion dabei nicht durch für das jeweilige Phenylacrylat
spezifische Enzyme, sondern durch eine universell-fungierende, induzierbare Reduktase
katalysiert  wird.  Die  Identifikation  einer  solchen  „Phenylacrylat-Reduktase“  und  die
Bestimmung ihrer Lokalisation war im Zuge dieser Arbeit nicht gelungen. Die Beobachtung,
dass die Caffeat-reduzierende Aktivität ausschliesslich im Cytoplasma zu finden war, könnte
für ein lösliches Enzym sprechen. In Bakterien verschiedenster Gattungen sind in den letzten
Jahren cytoplasmatische oder periplasmatische Reduktasen identifiziert worden, die zur
Phenylacrylatreduktion analoge Reaktionen vermitteln.
Geobacter  sulfurreducens  kann  bei  Wachstum  auf  Acetat  Acrylate  als
Elektronenakzeptoren nutzen (Mikoulinskaia et al.,  1999).  Aus  dem  Periplasma  des
Bakteriums wurde ein Enzym isoliert, das die Reduktion von Methacrylat und Acrylat, aber
auch verschiedener ungesättigter Fettsäuren   katalysiert. Phenylacrylate, wie Caffeat oder
Ferulat stellen für diese Reduktase allerdings keine Substrate dar. MIKOULINSKAIA et al.                                                                                                                                                                            Diskussion
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(1999) postulierten, dass die bei der Umsetzung von Acetat freiwerdenden Elektronen über
Menachinon und ein periplasmatisches Cytochrom c auf die Reduktase übertragen werden.
In W. succinogenes vermitteln die Genprodukte des fccABC-Operons wahrscheinlich die
Reduktion von Methacrylat und Acrylat (Gross et al., 2001). Das Gen fccA kodiert dabei für
eine hypothetische Reduktase, die hohe Ähnlichkeiten zu löslichen Fumarat-Reduktasen
aufweist,  wie  sie  beispielsweise  in  Shewanella  frigidimarina (früher: Shewanella
putrefaciens) zu finden sind (Simon et al., 1998). Der Transfer von Elektronen auf die
Methacrylat-Reduktase erfolgt auch in W. succinogenes offenbar durch c-Typ-Cytochrome,
die durch fccB und fccC kodiert werden (Gross et al., 2001). Die metabolische Funktion des
fccABC-Operons ist aber immer noch unklar.
Durch  vergleichende  2D-Gelelektrophorese  konnte  in  dem  Bodenbakterium
Burkholderia sp. WS ein Enzym identifiziert werden, das die Reduktion halogenierter
Acrylate katalysiert (Kurata et al., 2005). Als Elektronendonor fungiert dabei NADPH + H
+,
NADH + H
+ stellt für das Enzym allerdings kein Substrat dar.
Eine  interessante  Parallele  zur  postulierten  Reduktion  von  Phenylacrylaten  unter
Vermittlung eines Elektronentransfer-Flavoproteins in A. woodii ist in C.  propionicum zu
finden. Im Zuge der Umsetzung von Alanin katalysiert eine Acryloyl-CoA-Reduktase die
NADH-abhängige Reduktion von Acryloyl-CoA zu Propionyl-CoA (Abb. 34; Hetzel et al.,
2003).
Abb.  34.    Die  NADH-abhängige  Reduktion  von  Acryloyl-CoA  zu  Propionyl-CoA.  ETFox./red.,
Elektronentransfer-Flavoprotein, oxidiert/reduziert; (nach Hetzel et al., 2003)
Als Mediator für die Elektronen des NADH + H
+ fungiert dabei ein Elektronentransfer-
Flavoprotein, das zusammen mit der Reduktase einen Komplex ausbildet. Basierend auf der
Primärsequenz  kann  die  Acryloyl-CoA-Reduktase  den  Acyl-CoA-Dehydrogenasen
zugeordnet werden. In Mitochondrien katalysieren verschiedene Enzyme dieser Gruppe von                                                                                                                                                                            Diskussion
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Flavoproteinen die β-Oxidation ungesättigter Fettsäuren und übertragen die freiwerdenden
Reduktionsäquivalente auf ein Elektronentransfer-Flavoprotein (Thorpe, 1991). In M. elsdenii
und anderen Buttersäure-bildenden Bakterien vermittelt eine Acyl-CoA-Dehydrogenase eine
analoge, reduktive Rückreaktion. Die Butyryl-CoA-Dehydrogenase katalysiert die NADH-
abhängige Reduktion von Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA, der Vorstufe der Buttersäure. Als
Mediator fungiert auch dabei ein Elektronentransfer-Flavoprotein (Boynton  et  al., 1996;
O´Neill et al., 1998; siehe auch Abb. 35 A.). Die Übereinstimmungen der postulierten
Reaktionssequenz  für  die  NADH-abhängige  Reduktion  von  Phenylacrylaten  unter
Vermittlung eines Elektronentransfer-Flavoproteins (vgl. Diskussion 3.) mit den von Acyl-
CoA-Dehydrogenasen katalysierten Reaktionen, können als Anhaltspunkt auf die Natur der
hypothetischen Phenylacrylat-Reduktase in A. woodii herangezogen werden. Die Analogie
wird allerdings hinsichtlich der Substrate eingeschränkt. Acyl-CoA-Dehydrogenasen setzen
CoA-aktivierte  Kohlenwasserstoffe  um,  die  im  Zuge  kataboler  und  anaboler
Stoffwechselreaktionen gebildet werden. Die Aktivierung eines Phenylacrylats, das als
terminaler  Akzeptor  einer  Elekronentransportkette  dient,  erscheint  dagegen  aus
mechanistischer Sicht nicht sinnvoll.
Interessante Analogien zur Phenylacrylatreduktion in  A.  woodii  finden  sich  auch  bei
Enoatreduktasen, einer Gruppe von Enzymen, die in verschiedenen Spezies des Genus
Clostridia nachgewiesen wurde. Sie katalysieren die NADH-abhängige Reduktion von
C-C-Doppelbindungen nicht-aktivierter 2-Enoate (Rohdich et al.,  2001).  Enoatreduktasen
zeichnen  sich  im  Gegensatz  zu  Acyl-CoA-Dehydrogenasen  durch  ein  breites
Substratspektrum aus, das aber abhängig vom jeweiligen Bakterium stark variert. Neben
Enoaten können ungesättigte Aldehyde, zyklische Ketone und Methylketone reduziert werden
(Simon, 1991). Die von Enoat-Reduktasen und Acyl-CoA-Dehydrogenasen vermittelten
Reaktionen sind prinzipiell gleich, unterscheiden sich aber hinsichtlich der optischen Aktivität
der Produkte (Abb. 35).                                                                                                                                                                            Diskussion
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Abb.  35.   Vergleich  der  von  A.  Acyl-CoA  Dehydrogenasen  und  B.  Enoat-Reduktasen  katalysierten
Reaktionen  (modifiziert  nach  Rohdich  et  al.,  2001).  ETFred./ox., Elektronentransfer-Flavoprotein,
reduziert/oxidiert.
Die Enoat-Reduktase aus C. tyrobutyricum wurde gereinigt. Es handelt sich dabei um ein
Homododekamer einer molekularen Masse von etwa 940 kDa. Jede Untereinheit enthält ein
4Fe-4S-Cluster sowie FAD und FMN (Kuno et al., 1985; Simon, 1991; Caldeira et al., 1996).
Interessanterweise vermittelt das Enzym aus Clostridium sporogenes die Reduktion von
Zimtsäure (Bühler et al., 1980), einer Verbindung, die chemisch betrachtet wie Caffeat zu den
Phenylacrylaten gehört. Eine weitere Parallele zur Phenylacrylat-reduzierenden Aktivität ist
die Beobachtung, dass Enoat-Reduktasen nicht konstitutiv in der Zelle vorliegen, sondern ihre
Produktion einer Induktion durch die entsprechenden Substrate unterliegt (Bader und Simon,
1980). Im Gegensatz zur postulierten Phenyacrylatreduktase in A. woodii spielen bei den
durch Enoatreduktasen vermittelten Reaktionen Elektronentransfer-Flavoproteine allerdings
keine Rolle als Mediator.
Die Phenylacrylatreduktase vereint daher möglicherweise die Eigenschaften von Acyl-
CoA-Dehydrogenasen und Enoatreduktasen: Elektronen von NADH + H
+ werden durch ein
koinduziertes Elektronentransfer-Flavoprotein auf das Enzym transferiert, welches auf Grund
der breiten Substratspezifität in der Lage ist, verschiedenste Phenylacrylate zu reduzieren. Für
A. woodii  wurde  ein Genfragment amplifiziert, dessen  abgeleitete Aminosäuresequenz
Übereinstimmungen zu Enoat-Reduktasen aus Bakterien verschiedener Gattungen aufweist
(Dengl, 2004). Ob es sich dabei möglicherweise um eine Phenylacrylat-Reduktase handelt ist
gegenwärtig unklar.                                                                                                                                                                            Diskussion
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5.  Die Phenylacrylat-Reduktion in A. woodii – ein Arbeitsmodell
Basierend  auf  den  Ergebnissen  der  im  Rahmen  dieser  Arbeit  durchgeführten
physiologischen, biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen und den oben
diskutierten Analogien zu verschiedenen Redoxreaktionen wird das in Abb. 36 dargestellte
Arbeitsmodell zur Reduktion von Caffeat und anderer Phenylacrylaten sowie die daran
gekoppelte Generierung eines transmembranen Na
+-Gradienten vorgeschlagen.
Die H2-abhängige Reduktion von Phenylacrylaten wird durch eine Ferredoxin-abhängige
Hydrogenase  initiert.  Ob  die  im  Rahmen  dieser  Arbeit  und  in  vorangegangenen
Untersuchungen (Dengl, 2004) nachgewiesene NAD
+-abhängige Hydrogenaseaktivität dabei
ebenfalls eine Rolle spielt ist unklar. Aus dieser Aktivität resultiert die membranunabhängige
Bildung  von  NADH,  was  eine  weitere  mögliche  Erklärung  für  die  ausschliessliche
Lokalisierung  der  Caffeatreduktion  in  der  cytoplasmatischen  Fraktion  unter  in  vitro-
Bedingungen darstellen könnte.                                                                                                                                                                            Diskussion
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Abb. 36.   Hypothetisches Schema der Phenylacrylat-Reduktion in A. woodii. Erläuterungen, siehe Text.
CM, Cytoplasmamembran; X, Reste (-H, -OH, etc.)
Reduziertes Ferredoxin dient im Folgenden als Elektronendonor für eine membranständige
Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase (FNOR), die die Reduktion von NAD
+ zu NADH + H
+,
dem zentralen Mediator der Phenylacrylatreduktion, katalysiert. Diese exergone Reaktion
geht einher mit der Translokation von Na
+ und der Generierung eines transmembranen                                                                                                                                                                            Diskussion
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elektrochemischen  Potentials.  Das  durch  Phenylacrylate  induzierte  Elektronentransfer-
Flavoprotein (ETFP) oxidiert NADH + H
+ und überträgt die Elektronen auf eine koinduzierte,
lösliche Phenylacrylat-Reduktase, welche die Reduktion des terminalen Akzeptors katalysiert.
Neben H2, können Fruktose, Formiat oder Methanol als Elektronendonatoren für die
Reduktion von Phenylacrylaten dienen (Bache und Pfennig, 1981; Tschech und Pfennig,
1984). Versuche mit ruhenden Zellen zeigten, dass der Transfer von Elektronen, die bei der
Oxidation dieser Substrate freiwerdenden, auf Caffeat ebenfalls mit der Generierung eines
transmembranen Na
+-Gradienten einhergeht, der für die Synthese von ATP genutzt werden
kann (Imkamp und Müller, unveröffentlichte Daten). Bei der Umsetzung von Fruktose zu
Pyruvat  im  Embden-Meyerhof-Parnas-Weg  und  der  anschliessenden  Umwandlung  des
Pyruvats zu Acetyl-CoA und CO2 werden Reduktionsäquivalente in Form von NADH + H
+
und  reduziertem  Ferredoxin  freigesetzt.  Das  gebildete  NADH  +  H
+  könnte  direkt  als
Elektronendonor des ETFP fungieren. Das reduzierte Ferredoxin dagegen würde durch die
FNOR oxidiert und ermöglicht so die energetische Kopplung der Fruktose-abhängigen
Phenylacrylatreduktion.
Wie in A.  woodii  im  Zuge  der  Umsetzung  von  Methanol  oder  Formiat  reduziertes
Ferredoxin entstehen könnte, ist nicht geklärt. In Abwesenheit von Phenylacrylaten erfolgt die
Acetogenese aus Methanol gemäß der Gleichung
4 CH3OH + 2 CO2  →  3 CH3COOH+ 2 H2O
Die Methyl-Gruppe des Methanols wird wahrscheinlich auf Ebene des Methyl-THF in den
Wood-Ljungdahl-Weg eingeführt (Müller et al., 2004; vgl. Abb. 2). Da dieser vollständig
reversibel ist, können die von der CODH/ACS benötigten Elektronen durch die sukzessive
Oxidation einer Methyl-Gruppe zu CO2 gewonnen werden. Ein Reaktionsschritt, der dabei
reduziertes Ferredoxin liefern könnte, ist die Oxidation von Methyl-THF zu Methylen-THF,
die  durch  die  5,10-Methylen-THF-Reduktase katalysiert wird. In C.  formicoaceticum
vermittelt das Enzym die Rückreaktion mit reduziertem Ferredoxin als Elektronendonor
(Wohlfarth et al., 1990). Ferner könnte auch die von der Formiat-Dehydrogenase katalysierte
Oxidation  von  Formiat  zu  CO2  in  Frage  kommen.  SCHERER  und  THAUER  (1978)
beschrieben die partielle Reinigung eines Enzyms aus C. pasteurianum, das diese Reaktion
Ferredoxin-abhängig vermittelt.
Möglicherweise beschränkt sich die Funktion der postulierten membranständigen FNOR
nicht nur auf die Phenylacrylatreduktion. Denkbar wäre, dass das Enzym generell, auch in                                                                                                                                                                            Diskussion
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Abwesenheit  von  Phenylacrylaten,  als  input-Modul  für  Elektronen  von  reduziertem
Ferredoxin fungiert und so NADH + H
+ bereitstellt, das im Wood-Ljungdahl-Weg für die
Reduktion von CO2 zu Acetat genutzt wird.                                                                                                                                                               Zusammenfassung
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Zusammenfassung
1.  Aus Fruktose-gezogenen Zellen von A. woodii, die in Gegenwart von Caffeat als
Elektronenakzeptor gewachsen waren, wurde durch Behandlung mit Lysozym und
anschliessendem  French-Press-Aufschluß  bei  niedrigem  Druck  ein  zellfreier
Rohextrakt unter strikt anaeroben Bedingungen hergestellt. Dieser katalysierte eine
H2-abhängige Caffeatreduktion mit Raten von 8,7 – 18,7 nmol/min x mg Protein. Die
Aktivität war strikt ATP-abhängig. Nach einer Auftrennung des Rohextraktes in
Cytoplasma-  und  Membranfraktion  war  die  H2-abhängige  Caffeatreduktion
ausschliesslich  in  der  cytoplasmatischen  Fraktion  lokalisiert.  Die  Zugabe  von
Membranen führte zu keiner Stimulierung der Aktivität. Die Membranfraktion selbst
wies keine Caffeatreduktionsaktivität auf.
2.  Verschiedene  Verbindungen  wurden  auf  ihre  Fähigkeit  getestet,  als  artifizielle
Elektronendonatoren  für  die  Caffeatreduktion  zu  fungieren.  TMPD,
1,5-Diphenylcarbazid  und  reduziertes  Methylviologen  konnten  Caffeat  nicht
reduzieren. In Gegenwart von Phenylendiamin wurde in zellfreiem Rohextrakt und in
der  Cytoplasmafraktion  Caffeatreduktionsaktivität  beobachtet.  In  der
Membranfraktion wurde dagegen keine Reduktion von Caffeat mit Phenylendiamin
als Elektronendonor nachgewiesen.
3.  NADH  +  H
+ konnte als physiologischer Elektronendonor für die Reduktion von
Caffeat fungieren. Die NADH-abhängige Caffeatreduktion war ausschliesslich in der
cytoplasmatischen  Fraktion  lokalisiert  und  strikt  abhängig  von  ATP.  Die
Beobachtung,  dass  NADH  +  H
+  als  Elektronendonor  für  die  Caffeareduktion
fungieren kann, führte zu der Frage, wie im Zuge H2-abhängiger Caffeatreduktion
NADH + H
+ gebildet wird und welche Enzyme daran beteiligt sein könnten.
4.  NAD
+-abhängige Hydrogenaseaktivität wurde an Membranen und im Cytoplasma
nachgewiesen. Rund 70% der Aktivität waren in der löslichen Fraktion lokalisiert.                                                                                                                                                               Zusammenfassung
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5.  Die Gegenwart einer Elektronendonor:NAD
+-Oxidoreduktase in A. woodii  wurde
untersucht. Gewaschene Membranen vermittelten die Oxidation von NADH + H
+ mit
Kaliumhexacyanoferrat  oder  Benzylviologen  als  Elektronenakzeptor.  Diese
Beobachtung  wurde  als  Hinweis  auf  eine  NAD
+-Reduktase gewertet, da solche
Enzyme in der Regel reversibel sind. Eine Hydrogenase konnte hierfür ausgeschlossen
werden, da die NADH-oxidierende Aktivität Sauerstoff-unempfindlich war.
6.  Die Aktivität des NADH-oxidierenden Enzyms konnte durch zugesetztes Na
+ nicht
stimuliert werden. In Analogie zu Na
+-translozierenden NADH:Chinon-Reduktasen
wurde die NADH-oxidierende Aktivität an gewaschenen Membranen aber durch Ag
+
oder Cu
2+ in mikromolaren Konzentrationen vollständig inhibiert.
7.  Membranen von A. woodii vermittelten die Reduktion von NAD
+ mit reduzierten
Ferredoxin  als  Elektronendonor.  Ob  diese  Aktivität  durch  das  gleiche
membranständige  Enzyme  katalysiert  wurde,  das  auch  die  NADH-Oxidation
bewerkstelligte, konnte nicht geklärt werden. Die Ferredoxin-abhängige NAD
+-
Reduktion wurde durch micromolare Konzentrationen Ag
+ vollständig inhibiert. Die
Inihibition war aber wahrscheinlich unspezifischer Natur.
8.  Mittels vergleichender 2D-Gelelektrophorese wurden zwei Caffeat-induzierte Proteine
identifiziert. Ein Vergleich der Peptidsequenzen, die durch ESI-MS/MS-Analyse der
Proteine erhalten wurden, mit in Datenbanken hinterlegten Proteinsequenzen, ergab
eine große Übereinstimmung zu der großen α- bzw. kleinen β-Untereinheit  von
heterodimeren Elektronentransfer-Flavoproteinen (ETFP). Die Proteine wurden mit
EtfA und EtfB bezeichnet. Anhand der Peptidsequenzen von EtfA und EtfB wurden
degenerierte Oligonukleotide abgeleitet, die zur Amplifikation von Fragmenten der
kodierenden  Gene  herangezogen  wurden.  Die  Analyse  der  abgeleiteten
Aminosäuresequenzen der erhaltenen PCR-Produkte untermauerte die Zuordnung von
EtfA und EtfB als Untereinheiten eines ETFP.
9.  Die Fähigkeit zur Caffeatreduktion ist in A. woodii nicht konstitutiv vorhanden,
sondern wird in erst durch Gegenwart des Phenylacrylats induziert. Die Spezifität
dieser Induktion wurde untersucht. Suspensionen ruhender Zellen, die aus Caffeat-
induzierten Zellen hergestellt worden waren, reduzierten neben Caffeat auch die                                                                                                                                                               Zusammenfassung
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Phenylacrylate Ferulat oder p-Cumarsäure mit H2 als Elektronendonor. Analoge
Beoabachtungen wurden mit Ferulat-induzierten und p-Cumarsäure-induzierten
Zellsuspensionen gemacht. Die Ergebnisse legen den Schluß nahe, dass in A. woodii
die Reduktion von Phenylacrylaten durch ein induzierbares enzymatisches System
bewerkstelligt wird.
10. EtfA und EtfB wurden als MalE-Fusionsproteine dargestellt und gereinigt. Dagegen
wurden Antiseren hergestellt. Immunologische Untersuchungen zeigten, dass die
Produktion  von  EtfA  und  EtfB  durch  Gegenwart  verschiedener  Phenylacrylate
induziert wird. Die Induktion war unabhängig vom Wachstumssubstrat. In Gegenwart
von zu Phenylacrylaten ähnlichen Verbindungen erfolgte keine Induktion. Für EtfA
und  EtfB  wurde  eine  Funktion  als  universeller  Elektronenüberträger  des
Phenylacrylat-Reduktionssystems in A. woodii postuliert.
11. Für die H2-abhängige Reduktion von Caffeat und anderer Phenylacrylate wurde die
folgende Reaktionssequenz postuliert: die Oxidation des Elektronendonors H2 durch
eine Hydrogenase geht einher mit der Bildung von reduziertem Ferredoxin. Dieses
wird durch eine membranständige Ferredoxin-NAD
+-Oxidoreduktase oxidiert, die den
Transfer der Elektronen auf NAD
+ mit der Translokation von Na
+ koppelt. Ein aus
EtfA und EtfB gebildetes ETFP fungiert dann als Elektronenüberträger zwischen
NADH + H
+ und einer löslichen Phenylacrylatreduktase.                                                                                                                                                             Literaturverzeichnis
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Anhang
Dargestellt ist die vollständige Nukleotidsequenz des 1713 Bp-großen etfB-etfA-Fragments
sowie die davon abgeleitete Aminosäuresequenz (vgl. hierzu Experimente und Ergebnisse
2.2).
      etfB 
    1  ATG GGG GCG GAC GAA GCG TAT TTA TTA AGT GAT CGC GCT TTT GGT GGC GCC GAT
         M   G   A   D   E   A   Y   L   L   S   D   R   A   F   G   G   A   D
   55  ACC TGG GCA ACC TCT GCA ACC TTG GCA GCC GGG ATT AAA AAA GTT AAA AAA GTA
         T   W   A   T   S   A   T   L   A   A   G   I   K   K   V   K   K   V
  109  GAT CTG GTA TTA GCG GGA AGA CAG GCT ATC GAT GGC GAT ACC GCT CAA GTT GGA
         D   L   V   L   A   G   R   Q   A   I   D   G   D   T   A   Q   V   G
  163  TCA CAG ATT GCG CAA CGG TTA AAA ATG CCA GTT GTT ACC TAT GTT GAA GAT ATT
         S   Q   I   A   Q   R   L   K   M   P   V   V   T   Y   V   E   D   I
  217  AAA ATT GAA GAT AAA AAA GCG ATT GTT CAT CGA CAA ATG GAA GAC GGT TAT GAA
         K   I   E   D   K   K   A   I   V   H   R   Q   M   E   D   G   Y   E
  271  GTT ATT GAA GTT CAG CTG CCT TGT TTG TTA ACT TGT GTG AAA GAA TTG AAT GAC
         V   I   E   V   Q   L   P   C   L   L   T   C   V   K   E   L   N   D
  325  CCA CGA TAT ATG AGT GTT GGA GGT ATC ATG GAT GCC TAT GAA CAA CCG ATT ACG
         P   R   Y   M   S   V   G   G   I   M   D   A   Y   E   Q   P   I   T
  379  ATA TGG AAT CAT GAA GAT ATT GGG TTG TCA CCA GAA GCT TGC GGT TTA AAT GCA
         I   W   N   H   E   D   I   G   L   S   P   E   A   C   G   L   N   A
  433  TCG CCT ACT CAG GTA TTC CGT TCG TTC TCA CCA CCA GCT AAA GGT GGT GGT GAA
         S   P   T   Q   V   F   R   S   F   S   P   P   A   K   G   G   G   E
  487  ATG ATT ACC GGG ACC ACC GTT AAT GAA GTT GCT GGC AGC CTG GTT TCA AAG CTT
         M   I   T   G   T   T   V   N   E   V   A   G   S   L   V   S   K   L
                                                                  STOP                                            etfA 
  541  AAA GAA AAG CAT ATA ATT TAG AAA GGA CAA ATA AAA ATG GCA ATT AAA GTT ATC
         K   E   K   H   I   I   -   K   G   Q   I   K   M   A   I   K   V   I
  595  GAA GAA AAA TGT ATC GGA TGT TCA AAA TGT CAG AAA AGC TGT CCT TTT GAT GCC
         E   E   K   C   I   G   C   S   K   C   Q   K   S   C   P   F   D   A
  649  ATC ACG ATT GAA AAT AAA ATA GCG GTT ATT GGT GAC GCA TGT ACA AAC TGT GGA
         I   T   I   E   N   K   I   A   V   I   G   D   A   C   T   N   C   G
  703  ACC TGT ATT GAT GTT TGT CCG ACG GAA GCC ATT CTT CAG GAA GGC ACC GAA AAA
         T   C   I   D   V   C   P   T   E   A   I   L   Q   E   G   T   E   K
  757  ATT GTT CGC GAC TTG AGC ATG TAC AAA GGT GTT TGG GTT TTT GCA GAA CAG CGT
         I   V   R   D   L   S   M   Y   K   G   V   W   V   F   A   E   Q   R
  811  GAA GGA AAA ATT ATG CCG GTT GTT TTC GAA CTG CTG GGT GAA GGT AAA AAG TTG
         E   G   K   I   M   P   V   V   F   E   L   L   G   E   G   K   K   L
  865  GCC AAT GAA ATT GGC ACG GAG CTA TGT GCG ATT CTT TGC GGT AGT AAT GTC GCT
         A   N   E   I   G   T   E   L   C   A   I   L   C   G   S   N   V   A
  919  GAA CTT ACC GAT GAG TTG TTT GCC TAT GGT GCC GAT AAA GTG TAT CTT GCG GAT
         E   L   T   D   E   L   F   A   Y   G   A   D   K   V   Y   L   A   D                                                                                                                                                                                 Anhang
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  973  GCA CCC GAA CTT GAA AAA TAC ACG ACC GAT GGT TAT TCC AAA ATC ATC AAC GAA
         A   P   E   L   E   K   Y   T   T   D   G   Y   S   K   I   I   N   E
 1027  GCC ATT GGT TTA TAC AAA CCG GAA ATT GTT TTA TAT GGT GCA ACT CAT ATT GGT
         A   I   G   L   Y   K   P   E   I   V   L   Y   G   A   T   H   I   G
 1081  CGC GAC CTG GCG CCT TGC CTG GCC GTC AAA GTC AAC ACC GGT TTA ACA GCA GAC
         R   D   L   A   P   C   L   A   V   K   V   N   T   G   L   T   A   D
 1135  TGT ACC AAA CTG GAA ATT GAC CCT GAC GAT AAA AAA ATT AGA CAA ACG CGA CCG
         C   T   K   L   E   I   D   P   D   D   K   K   I   R   Q   T   R   P
 1189  GCC TTT GGC GGA AAT CTG ATG GCA ACA ATT GTT TGC CCG GGA AGC CGT CCG CAG
         A   F   G   G   N   L   M   A   T   I   V   C   P   G   S   R   P   Q
 1243  ATG TCA ACA GTC AGA CCT GGG GTT ATG GAT AAA GCA GCC TAT GAT CCA TCT CAA
         M   S   T   V   R   P   G   V   M   D   K   A   A   Y   D   P   S   Q
 1297  AAA GGT GAA GTC ATT AAA CTG GAC GCT ACC TTT AAT GAA GGT GAT ATC CGA ACT
         K   G   E   V   I   K   L   D   A   T   F   N   E   G   D   I   R   T
 1351  AAA GTT TTA GAA ATT GTT AAA ACA ACA ACG GAT AAT ATT TCA ATT TCT GAT GCT
         K   V   L   E   I   V   K   T   T   T   D   N   I   S   I   S   D   A
 1405  GAT TTC ATC GTA TCC GGC GGA ATG GGA CTT GGA AAA CCG GAA GGT TTT GAG CTG
         D   F   I   V   S   G   G   M   G   L   G   K   P   E   G   F   E   L
 1459  CTT AAG CAA CTT GCT GAT AAA CTG GGT GGA ACC GTA GCT ACA TCA AGA GCC TGC
         L   K   Q   L   A   D   K   L   G   G   T   V   A   T   S   R   A   C
 1513  GTG GAT GCC GGA TGG GCG GAC CAT GCC CAA CAA GTA GGT CAA ACC GGG ACA ACG
         V   D   A   G   W   A   D   H   A   Q   Q   V   G   Q   T   G   T   T
 1567  GTT AAA CCG CAG ATT TAT TTT GCT TGT GGA ATT TCG GGA GCA ATT CAG CAT ATT
         V   K   P   Q   I   Y   F   A   C   G   I   S   G   A   I   Q   H   I
 1621  GCC GGG ATG CAA GAT TCA GAC ATC ATC ATT GCG ATT AAC AAA AAT GAA AAC GCC
         A   G   M   Q   D   S   D   I   I   I   A   I   N   K   N   E   N   A
 1675  CCT ATT TTT GAA GTG GCC GAT TAC GGT ATC GTA GGC GAC
         P   I   F   E   V   A   D   Y   G   I   V   G   D122
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